L'analyse de l'expression de gènes associés à la résistance au nickel chez le chêne rouge (Quercus rubra) :  effets moléculaires de la toxicité de différentes doses de nitrate de nickel by Djeukam, Charnelle Linda
 L’ANALYSE DE L’EXPRESSION DE GÈNES ASSOCIÉS À LA RESISTANCE AU NICKEL 
CHEZ LE CHENE ROUGE (QUERCUS RUBRA) : EFFETS MOLÉCULAIRES DE LA 
TOXICITÉ DE DIFFÉRENTES DOSES DE NITRATE DE NICKEL 
 
 
 
 
par 
 
 
 
 
Charnelle Linda Djeukam 
 
 
 
 
 
Thèse présentée pour répondre 
à l’une des exigences de la 
maîtrise ès sciences (MSc) en biologie 
 
 
 
 
 
 
Faculté des études supérieures 
Université Laurentienne 
Sudbury (Ontario) Canada 
 
 
 
 
 
 
 
 
© Charnelle Linda Djeukam, 2018 
ii 
THESIS DEFENCE COMMITTEE/COMITÉ DE SOUTENANCE DE THÈSE 
Laurentian Université/Université Laurentienne 
Faculty of Graduate Studies/Faculté des études supérieures 
 
Title of Thesis     
Titre de la thèse   L’ANALYSE DE L’EXPRESSION DE GÈNES ASSOCIÉS A LA RESISTANCE 
AU NICKEL CHEZ LE CHENE ROUGE (QUERCUS RUBRA) : EFFETS 
MOLÉCULAIRES DE LA TOXICITÉ DE DIFFÉRENTES DOSES DE NITRATE 
DE NICKEL 
 
Name of Candidate   
Nom du candidat    Djeukam, Charnelle Linda 
       
Degree                            
Diplôme                            Maîtrise ès Sciences 
 
Department/Program    Date of Defence 
Département/Programme  Biologie   Date de la soutenance 9 janvier 2018 
                                                       
APPROVED/APPROUVÉ 
 
Thesis Examiners/Examinateurs de thèse: 
                                                      
Monsieur Kabwe Nkongolo  
(Supervisor/Directeur de thèse) 
 
Monsieur Abdelwahab Omri    
(Committee member/Membre du comité)    
        
Madame Melanie Mehes-Smith      
(Committee member/Membre du comité)    
      Approved for the Faculty of Graduate Studies 
      Approuvé pour la Faculté des études supérieures 
      Dr. David Lesbarrères 
      Monsieur David Lesbarrères 
Monsieur Benoit Bizimungu    Dean, Faculty of Graduate Studies 
(External Examiner/Examinateur externe)   Doyen, Faculté des études supérieures 
 
 
                                                                                                                                  
 
CLAUSE D’ACCESSIBILITÉ ET PERMISSION D’UTILISER DES DOCUMENTS 
 
Je, Charnelle Linda Djeukam, accorde à l’Université Laurentienne et à ses agents l’autorisation non exclusive 
d’archiver ma thèse ou mon rapport de projet et d’en permettre l’accès, en tout ou en partie et dans toute forme de 
média, maintenant ou pour la durée de mon droit de propriété du droit d’auteur. Je conserve tous les autres droits de 
propriété du droit d’auteur de la thèse ou du rapport de projet. Je me réserve également le droit d’utiliser dans de 
futurs travaux (comme des articles ou des livres) l’ensemble ou des parties de ma thèse ou de mon rapport de projet. 
J’accepte en outre que la permission de reproduire cette thèse de quelque manière que ce soit, en tout ou en partie à 
des fins savantes, soit accordée par le ou les membres du corps professoral qui ont supervisé mes travaux de thèse 
ou, en leur absence, par le directeur ou la directrice de l’unité dans lequel mes travaux de thèse ont été effectués. Il 
est entendu que toute reproduction ou publication ou utilisation de cette thèse ou de parties de celles-ci à des fins 
lucratives ne doit pas être autorisée sans ma permission écrite. Il est également entendu que cette copie est présentée 
sous cette forme par l'autorité du titulaire du droit d'auteur uniquement pour fins d'études et de recherches 
particulières et ne doit pas être copiée ou reproduite sauf en conformité avec la législation sur le droit d'auteur sans 
l'autorisation écrite du titulaire du droit d'auteur. 
iii 
 
RESUME  
Les objectifs principaux de cette étude étaient 1) de déterminer le niveau de toxicité du 
nickel chez le chêne rouge (Quercus rubra), 2) d’évaluer la régulation des gènes associés à la 
résistance au nickel chez les plantes de Q. rubra exposées à plusieurs doses de nickel et 3) de 
déterminer l’expression des gènes impliqués dans la résistance au nickel chez les populations de 
Q. rubra provenant de sites contaminés avec des métaux et de sites références de la Région du 
Grand Sudbury (RGS). Plusieurs gènes associés à la résistance au Ni dans des plantes modèles et 
non modèles ont été ciblés dans cette étude. Le PCR en temps réel (RT-qPCR) a été réalisé 
suivant le protocole du fabricant. Nous n’avons observé aucun dommage ni de ralentissement de 
croissance causés par le nickel sur les plantes qui ont été traitées avec différentes doses de nitrate 
de nickel. L’expression des gènes Sérine AcétylTransférase (SAT) et Nicotianamine Synthase 
(NAS 3) ont été induites par le nickel dans les feuilles des plantes traitées avec 1600 mg/kg 
comparées aux doses de 150 mg/kg et 800 mg/kg et les contrôles. Par contre, l’expression de 
l’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique désaminase (ACC désaminase) dans les feuilles a 
été induite par le nitrate plutôt que le Ni lorsque les plantes étaient traitées avec 800 mg/kg 
comparé aux témoins et autres doses. Aucune association n’a été établie entre l’expression de 
NAS 3, SAT, ACC désaminase, Glutathion Réductase (GR), la protéine macrophage associé à la 
résistance naturelle (NRAMP 3), la famille des protéines de transport à haute affinité 
(AT2G16800) et la contamination par les métaux dans les populations naturelles de Q. rubra 
dans la RGS. Ceci suggère que la quantité de métaux biodisponibles dans le sol n’est pas assez 
suffisante pour affecter l’expression des gènes. 
Mots clés : Toxicité et résistance au nickel, contamination par des métaux, expression des gènes, 
région du Nord de l’Ontario, chêne rouge (Quercus rubra). 
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CHAPITRE 1 : REVUE LITTERAIRE  
1.0 Contamination par les métaux dans la région du Grand Sudbury 
Les métaux lourds constituent de sérieux polluants environnementaux, notamment dans les zones 
à haute pression anthropique tels que les régions minières. Le nord de l’Ontario et plus 
particulièrement la Région du Grand Sudbury (RGS) où se trouve une des plus grandes 
opérations minières au monde est connue pour les dépôts métalliques tels que le cuivre et le 
nickel (winterhalder, 1995 ; Adamo et al. 2002)  
L’extraction, la torréfaction et la fusion de ces éléments dans les fonderies ont provoqué des 
effets désastreux sur la végétation et l’environnement global de cette région (Amiro et Courtin, 
1981 ; Gratton et al. 2000 ; Nkongolo et al. 2008 ; Vandeligt et al. 2011 ; Narendrula et al. 
2012). La libération de plus de 100 millions de tonnes de dioxyde de soufre et des dizaines de 
milliers de tonnes de cobalt, nickel, fer, et cuivre pendant de nombreuses décennies dans 
l’atmosphère de la RGS a eu un effet majeur sur l’environnement (Freedman et Hutchinson, 
1980; Nkongolo et al., 2008). Cette région est de ce fait passé de semi-aride à complètement 
stérile et plusieurs études ont identifié les émissions de dioxyde de souffre et des particules de 
métaux présents dans les sols et dans diverse espèces de plantes comme étant les principales 
causes de cette stérilité.  
Les concentrations des métaux et plus particulièrement du nickel et du cuivre ont été jugées plus 
élevées dans les zones autours des fonderies comparativement aux autres régions (Amiro et 
Courtin, 1981, Narendrula et al. 2012 ; 2013 ; Tran et al. 2014). Bien que la quantité de métaux 
lourds soit élevée dans les sols de cette région, il est essentiel de prendre en considération le 
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niveau des métaux biodisponibles aux biota afin de prédire leur phytotoxicité (Violante et al., 
2010 ; Abedin et al., 2012 ; Mehes-smith et al. 2013).  
1.1 Réclamation et remédiation des sols contaminés par les métaux 
La perte de végétation induite par des décennies d'activités minières a causé l'érosion des sols 
dans la région du Grand Sudbury. Une partie importante de la couche arable de ces sols a été 
enlevée entrainant des carences en calcium (Ca), magnésium (Mg), manganèse (Mn), azote (N) 
et en phosphore (P) (Winterhalder, 1996 ; Smith, 2008). Ces sols sont devenus acides avec un pH 
allant de 2,0 à 4,5 et la teneur en métaux a augmenté de manière significative dans les proximités 
des fonderies. Comme exemple, la teneur moyenne en Cu et Ni des horizons organiques dans les 
sites de référence se situait entre 15-40 mg / kg et 20-30 mg / kg respectivement, mais atteignait 
9700 mg / kg et 6960 mg / kg pour le Cu et le Ni respectivement dans les sites entourant les 
fonderies (Hazlett et al. 1983 ; Winterhalder, 1996).  
L’élévation de la teneur des métaux dans les sols peut présenter des risques pour la santé des 
humains et d'autres organismes vivants dans un écosystème. Il est nécessaire de développer des 
solutions efficaces, peu coûteuses et des méthodes durables de bioremédiation du sol afin de 
pallier à ce problème. La revégétation de ces sols semble être la méthode la plus appropriée pour 
la récupération des terres à long terme, car les plantes peuvent améliorer les conditions nutritives 
des sols et établir une couverture végétative suffisante pour empêcher l'érosion du sol (Wei et al. 
2005 ; Mehes-Smith et al. 2013). La phytoremédiation est une approche peu coûteuse utilisée 
pour enlever, stabiliser et détoxiquer les polluants organiques et inorganiques, y compris les 
métaux lourds provenant de l'air, du sol et des substrats liquides (Salt et al., 1998). Les espèces 
végétales sélectionnées pour la remise en état des terres devraient croître et se propager 
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rapidement et être en mesure d'établir une couverture du sol efficace. Il est donc important de 
rechercher des plantes qui ont spontanément colonisé ces sites perturbés (Mehes-Smith et al., 
2013). Il a été démontré que les espèces annuelles ont une vaste capacité adaptative par rapport 
aux génotypes pérennes en raison de leur sélection naturelle à long terme (Wei et al., 2005). 
En 1969, le Programme d'amélioration de l'environnement de Sudbury (SEEP), qui comprenait le 
département des terres et forêts de l’Ontario et le département de biologie de l'Université 
Laurentienne avait débuté la réclamation en plantant plusieurs milliers d'arbres dans la RGS. Le 
taux de mortalité des arbres plantés dans les sols de Coniston était près de 100% alors que, dans 
la région de Skead, il y avait un taux de survie raisonnable malgré le taux de croissance limité. 
Des recherches menées par la suite ont montré que le niveau de pH combinés à des niveaux 
élevés de Cu et de Ni empêchaient la croissance optimale des arbres plantés (Hutchinson et 
Whitby, 1973 ; Makela, 2016). Il a également été montré que chauler les sols augmentait la 
germination des graines et la croissance des arbres plantés. Ce processus impliquait l’application 
de matériaux riches en Ca et Mg tels que la marne, la craie et le calcaire ou de la chaux hydratée 
pour neutraliser l'acidité du sol et augmenter l'activité des bactéries du sol (Winterhalder, 1996). 
Les projets de réclamation subséquents comprenaient non seulement la plantation d'arbres, mais 
aussi l'analyse du pH, le chaulage et la fertilisation de sites arides et semi-arides dans la RGS 
(Hutchinson et Whitby, 1973). Depuis 1978, plus de douze millions d'arbres et d'arbustes ont été 
plantées et plus de trois mille hectares de terres ont été chaulées, fertilisées et ensemencées 
(VETAC 2015). 
 
 
16 
 
1.2 Analyse des métaux et du pH dans les sols 
Plusieurs études ont été menées sur l'accumulation des métaux dans les sols de la RGS et sur leur 
effet sur la santé de l'écosystème (Hutchinson et Whitby, 1973 ; Nkongolo et al., 2013, 
Winterhalder, 1996 ; Wren, 2012). Les concentrations actuelles de métaux dans les populations 
situées à proximité des fonderies de Sudbury dépassent toujours les limites acceptables établies 
par le ministère de l'Environnement et de l'action en matière de changement climatique de 
l'Ontario (annexe 1) (Nkongolo et al., 2013 ; Wren 2012). Des différences significatives dans les 
concentrations moyennes d'aluminium total (Al), d'arsenic (As), de Cu et de Ni ont été observées 
dans les sols situés à moins de 15 kilomètres des fonderies de Sudbury par rapport aux 
populations de référence. La concentration moyenne des éléments biodisponibles a montré des 
différences significatives entre les populations contaminées et les populations de référence. Le 
pH du sol dans les populations de Sudbury varie de 2,35 à 6,7 et diminue à proximité des 
fonderies de Sudbury (Nkongolo et al., 2013; Tran et al., 2014). Les populations des zones 
chaulées ont des niveaux de pH allant de 4,12 à 6,7, ce qui est significativement plus élevé que 
les populations des zones qui ne sont pas chaulées (2,35 à 4,87) (Nkongolo et al., 2013). 
1.3 Espèce étudiée 
Règne : Plantae 
Embranchement : Spermatophyta 
Classe : Dicotyledones 
Ordre : Fagales 
Famille : Fagaceae 
Genre : Quercus 
Espèce : Quercus rubra  
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1.3.1 Description  
Les arbres feuillus de l’espèce Quercus rubra (syn. Quercus borealis) sont communément 
appelés chêne rouge d’Amérique ou simplement chêne rouge. Ils font partie de la famille des 
fagacées et du genre très complexe Quercus. Ce genre se dit complexe au niveau génétique et 
taxonomique en raison de l’existence de plusieurs variétés et de mauvaises barrières 
reproductives qui conduisent à des hybridations naturelles fréquentes (Dodd & Kashami 2003 ; 
Schnitzler et al., 2004 ; carvalho et al., 2009). Dans de nombreuses forêts, cet arbre a des feuilles 
caduques est monoïque et a une croissance rapide avec une hauteur moyenne de 20 à 30 m et un 
tronc de 50 à 100 cm de diamètre, les meilleurs sujets pouvant atteindre jusqu’à 50 m de hauteur. 
Sa longévité est d’environ 200 ans voire 500 ans dans des conditions optimales (Fowells, 1965). 
Son tronc est lisse avec une écorce extérieure gris foncée ou noire et une écorce intérieure rouge 
ou rose. Les feuilles de Q. rubra sont grandes, alternées et mesurent environ 10 à 25 cm de long 
et 8 à 15 cm de large avec 7 à 11 lobes anguleux à extrémité plus ou moins épineuse (Annexe 2) 
(Nexom 2003). 
1.3.2 Distribution  
Le genre Quercus couvre l’ensemble de l’hémisphère nord et colonise des habitats allant des 
forêts tropicales et tempérées aux zones semi désertiques et arbustives (Nixon 1993). L’espèce 
Quercus rubra est largement distribuée sur une grande partie de l’Est des États- unis et du Sud-
est Canadien. Il croit du Québec, de l’Ontario, de Nova Scotia et du Nouveau –Brunswick vers le 
Sud-Ouest de la Géorgie, l’Alabama, le Nord du Mississipi, le Nord de l’Arkansas et l’Est de 
l’Oklahoma. Il s’étend vers l’ouest à travers le Minnesota et l’Iowa et vers le Sud-est à travers le 
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Nebraska et la Kansas (Figure 1.0). (Nexom 2003). En Ontario, il couvre l’Est du lac Supérieur, 
la rive Nord du lac Huron et les zones au Sud de Sudbury. 
1.3.3 Culture  
Q. rubra est une espèce à croissance rapide qui pousse aussi bien sur le terrain silicieux que 
venteux. Sa croissance est estimée à environ 1 m par an dans les conditions idéales durant les dix 
premières années. Il se développe sur les pentes mésiques et les hautes terres bien drainées, 
généralement orientées vers le nord ou l’est. Pour une croissance optimale, cette espèce doit être 
entièrement exposée au soleil et se développer dans un sol bien drainé, légèrement acide et 
sableux. Il produit des fruits appelés glands entre 20 -25 ans, bien que la plupart des arbres ne 
produisent des glands en abondance qu’entre 40 -50 ans. Les graines qui tombent sont 
particulièrement vulnérables à la prédation des rongeurs ainsi, la fréquence de germination est 
beaucoup plus élevée lorsqu’une couche de litières couvre les glands. Dans les conditions 
naturelles, la germination se produit au printemps après la période de dormance hivernale 
(Nesom, 2003).  
1.3.4 Utilisations 
Q. rubra est largement planté comme décoration en raison de sa forme symétrique et du feuillage 
très coloré durant l’automne (Burns & Honkala, 1990). Son bois est dur, lourd, solide et de 
couleur rose à brun rougeâtre. Ce dernier est utilisé pour la fabrication des planchers, des 
meubles, des traverses de chemin de fer, des ouvrages de menuiseries et des piquets de clôture. 
Le gland de Q.rubra est une source très importante de nourriture pour de nombreux mammifères 
et oiseaux tels que le chevreuil, l’ours, les dindons, les cailles, les mésanges, les écureuils et bien 
d’autres espèces fauniques. 
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http://www.efloras.org/object_page.aspx?object_id=6870&flora_id=1 
Figure 1.0 : Carte de l’Amérique du Nord illustrant la distribution du chêne rouge d’Amérique 
(Quercus rubra). 
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1.4 La variabilité génétique des populations de Q.rubra 
La variabilité génétique peut être définie comme les différences entre les individus d'une 
population au niveau génotypique (Freeman et Herron, 2014). Un haut degré de variabilité 
génétique présent dans une population est un indicateur d'adaptabilité et de survie dans diverses 
conditions environnementales. Cela permet à l'espèce de demeurer en santé, d’être durable et de 
maintenir une taille de population viable (Grant, 2010). 
La compréhension du degré de variabilité génétique présent au sein et entre les populations est 
d’une grande importance écologique et économique (Conner et Hartl, 2004). La variation 
génétique au sein d'une population est souvent causée par des mutations, la recombinaison, la 
migration, la sélection naturelle ou un changement génétique aléatoire. Cependant, il existe aussi 
des preuves solides sur le fait que les variations génétiques peuvent également se produire très 
rapidement chez les plantes en réponse à des activités anthropogéniques telles que l'augmentation 
des métaux (Nordal et al., 1999), des herbicides (Heap, 1997), la pollution par l'ozone (Davidson 
& Reiling, 1995), l'augmentation du dioxyde de carbone atmosphérique et le déboisement (Ward 
et al., 2000 ; Law & Salick, 2005). 
La variation génétique a fait l'objet de multiples études durant cette décennie. Des réductions de 
la variabilité génétique en réponse à la contamination par les métaux chez Deschampsia 
cespitosa et Armeria maritima ont été signalées (Vekemans et al., 1996 ; Mehes-Smith 
&Nkongolo, 2015). Des études récentes utilisant des marqueurs ISSR pour analyser la varriation 
génétique chez des espèces de feuillus telles que Betula papyrifera et Q. rubra ont révélé des 
niveaux modérés à élevés de variation dans les populations contaminées par des métaux et les 
populations de référence de la région du Grand Sudbury (Nkongolo et al., 2013 ; Theriault et al., 
2014 ; Tran et al., 2014). 
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1.5 Mécanismes moléculaires de la toxicité et de la résistance au nickel 
1.5.1 Fonctions du Nickel chez les plantes  
Le nickel est un microélément essentiel pour la croissance des plantes. Bien que sa concentration 
dans la majorité des espèces de plantes reste très faible (0.05 à 10 mg/kg de masse sèche), il joue 
un rôle important dans la physiologie végétale (Nieminen et al., 2007). Il a été identifié comme 
centre actif de l’uréase, une enzyme largement distribuée dans les plantes supérieures et ayant 
une fonction de catalyse et d’hydrolyse de l’urée. Par conséquent, l’uréase pourrait empêcher 
l’accumulation d’urée qui est générée pendant les processus métaboliques et qui est toxique pour 
les plantes lorsque présente à des concentrations élevées (Dixon et al., 1975). Le Ni a également 
été identifié comme composant de plusieurs enzymes tels que la famille I des glyoxalases, les 
peptides déformylases, la méthyl-CoM réductase et quelques superoxyde dismutases et 
hydrogénases. Par conséquent, ce métal joue un rôle important dans divers processus 
métaboliques importants notamment l’uréolyse, le métabolisme de l’hydrogène et la 
méthanisation biogénique (Chen et al., 2009).  
Sur le plan biologique, le Ni a des fonctions dans la production des graines, la croissance des 
plantes, l’absorption du fer et le métabolisme de l’azote (Brown et al., 1987). Etant donné que le 
nickel est essentiel pour le métabolisme végétal, son absorption et son transport dans les plantes 
facilitent son implication dans certains processus physiologiques importants. 
 
1.5.2 Absorption et transport du nickel par les plantes 
L’absorption globale du Ni par les plantes dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels, la 
concentration du Ni 2+ ; le métabolisme des plantes, l’acidité du sol, la présence d’autres métaux, 
la composition du sol en matières organiques et les propriétés géochimiques du sol (Chen et al., 
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2009). Cette absorption se fait principalement à travers le système racinaire via la diffusion 
passive et le transport actif (Seregin & Kozhevnikova, 2006). Le ratio d’absorption entre ces 
deux types de transport varie selon les espèces de plantes, la forme du Ni et sa concentration 
dans le sol. En effet, les composés de Ni solubles peuvent être absorbés par le système de 
transport des cations. Par exemple, le Cu2+ et le Zn2+ inhibent l’absorption de Ni2+ de manière 
compétitive et ces trois ions métalliques solubles semblent être absorbés par le même système de 
transport. Le transport actif secondaire du Ni2+ chélaté est possible grâce aux protéines qui lient 
spécifiquement le Ni2+ tel que HoxN (protéine de transport de Ni à haute affinité, une perméase), 
les metallothionéines (MT), et métallochaperones (Chen et al., 2009). 
Le transport du Ni se fait des racines vers les tiges (Peralta-Videa et al., 2002) et feuilles (Krupa 
el al., 1993) à travers le flux de transpiration du xylème. Cet élément est fourni aux parties 
méristématiques des plantes par retranslocation des feuilles âgées aux jeunes feuilles et aux 
bourgeons, fruits et graines via le phloème (McIlveen et al., 1994 ; Fismes et al., 2005 ; Page et 
al., 2006). Ce transport est étroitement réglementé par les protéines qui lient spécifiquement le 
Ni et les ligands métalliques tels que la nicotianamine (NA), l’histidine (His) et les acides 
organiques (acide citrique et ions malate). Ces ligands métalliques peuvent agir comme 
chélateurs intracellulaires qui lient le Ni dans le cytosol ou dans les compartiments subcellulaires 
pour le transport, la translocation, et l’accumulation dans les plantes. (Krämer et al., 2000 ; 
Kerkeb & Krämer, 2003 ; Douchkov et al., 2005). Il a été rapporté que plus de 50 % du Ni 
absorbé par les plantes est retenu dans les racines (Seregin & Kozhevnikova 2006). Ceci peut 
être dû à la séquestration dans les sites d’échange de cations au niveau des parois cellulaires et à 
l’immobilisation dans les vacuoles des racines (Cataldo et al., 1978). 
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1.5.3 Phyto-toxicité du nickel 
Bien que le Ni soit essentiel pour plusieurs processus métaboliques chez les plantes, il est 
extrêmement toxique lorsque présent à des niveaux excessifs dans le sol ou dans les solutions 
nutritives auxquelles sont exposées ces plantes. Les signes généraux associés à la toxicité du Ni 
chez les plantes comprennent la réduction de la croissance des racines et des tiges, la diminution 
de la production de biomasse (Rahman et al., 2005), le mauvais développement du système de 
ramification (Reeves et al. 1996), la déformation de diverses parties de la plante (Wright & 
Welbourn, 2002), les perturbations mitotiques dans les cellules racinaires (McIlveen & 
Negusanti, 1994), l’inhibition de la germination et la carence en Fe conduisant à la chlorose et la 
nécrose foliaire (Aggarwal et al., 1990 ; Nedhi et al., 1990 ; Ewais, 1997 ; Kukkola et al., 2000 ; 
Kirkby & Romheld, 2004). Les niveaux excessifs de Ni affectent également l’absorption des 
nutriments par les racines, nuisent au métabolisme végétal et inhibent la photosynthèse et la 
transpiration (Sheoran et al., 1990 ; Pandey & sharma, 2002 ; Hasinur et al., 2005). 
1.5.4 Mécanismes de toxicité du nickel chez les plantes  
Bien que la toxicité du Ni ait été largement rapportée, les mécanismes détaillés sont encore mal 
compris. Etant donné que le nickel n’est pas un métal actif ou oxydo-réducteur (redox), sa 
toxicité est susceptible d’être causée par les mécanismes indirects tels que l’interférence avec 
d’autres ions métalliques essentiels et l’induction du stress oxydatif. 
- Interférence avec les ions métalliques essentiels 
Les études ont montré que les métaux tels que K, Ca, Na, Fe, Cu, Mn, Zn et Mg sont essentiels 
pour les plantes tout comme le Ni (Chen et al., 2009). Le Ni a quelques caractéristiques 
similaires au Mg, Ca, Mn, Cu, Zn et Fe. Par conséquent, il peut rivaliser avec ces métaux dans 
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les processus de transpiration et d’absorption (Caltado et al., 1978 ; Heale & Ormrod 1982 ; 
Körner et al., 1987 Küpper et al., 1996 ; Marschner, 2011). En raison de la concurrence, les 
concentrations élevées de Ni peuvent inhiber l’absorption de ces métaux, diminuer leur 
concentration et même conduire à leur carence chez les plantes (Gabbrielli et al., 1990 ; Ahmad 
et al., 2007) par la suite. Ceci peut affecter les processus physiologiques importants et finalement 
entrainer des effets toxiques. De nombreuses enzymes, telles que la superoxyde dismutase (SOD) 
et la catalase (CAT), sont des métalloenzymes contenant du Fe, Cu, Zn ou Mn dans leurs 
groupes prosthétiques. Comme Pandey & Sharma (2002) ont montré que l'excès de Ni diminue 
les teneurs en Fe, Cu et Zn dans les tissus végétaux, il peut être spéculé que le Ni peut réduire la 
biosynthèse de ces métalloenzymes en provoquant des déficiences de ces métaux essentiels 
(Parida et al., 2003 ; Gajewska et al., 2006). 
- Induction du stress oxydatif  
Des études faites au fil des années suggèrent que la toxicité du Ni dans les plantes est également 
associée au stress oxydatif (Rao & Sresty, 2000 ; Boominathan & Doran, 2002 ; Gajewska et al., 
2006). Un excès de Ni entraine une augmentation significative des radicaux hydroxyles, anions 
superoxydes, oxyde nitrique et peroxyde d’hydrogène (Boominathan & Doran 2002). Étant 
donné que le nickel n’est pas un métal redox-actif, il ne peut activer directement ces espèces 
réactives de l’oxygène (ROS). Cependant, il interfère indirectement avec un certain nombre 
d’enzymes antioxydants tels que la glutathion peroxydase (GSH-Px), la glutathion 
réductase(GR), peroxydase(POD), la guaiacol peroxydase (GOPX), la catalase (CAT) et 
l’ascorbate peroxydase (APX). Gomes-Junior et al. (2006) ont prouvé que l’exposition des 
plantes à de faibles concentrations de Ni pour de courtes durées, augmente l’activité de GR, 
GOPX, POD et superoxide dismutase(SOD) ce qui conduit donc à l’élimination des radicaux 
25 
 
libres. Cependant, l’excès de Ni réduit l’activité de nombreux enzymes antioxydants conduisant 
à l’accumulation des ROS et par conséquent au stress oxydatif chez les plantes (Gajewska & 
Skłodowska, 2007 ; Zhao et al., 2008). 
1.5.5 Mécanismes de résistance aux métaux chez les plantes  
Le terme résistance fait référence à la réaction qui permet aux plantes de survivre face au stress 
métallique et d’assurer leur descendance (Levitt, 1980). Deux stratégies principales sont 
impliquées dans le phénomène de résistance : la stratégie d’évitement et la stratégie de tolérance 
(Mehes-Smith et al., 2013). 
- Stratégie d’évitement 
Ceci est le mécanisme par lequel les plantes se protègent du stress métallique en limitant 
l’absorption des métaux au niveau du système radiculaire (Brunet, 2008). Cette stratégie peut 
impliquer la formation d’une symbiose entre le système racinaire de la plante et les champignons 
mycorhizes. Ces derniers réduisent la quantité bio disponible des métaux dans la rhizosphère en 
les accumulant ou en sécrétant les composés chélatant dans leur environ (Ernst, 2006 ; Mehes-
Smith et al. 2013 ; Emamverdian et al. 2015). Les plantes peuvent également restreindre 
l’absorption des métaux en les immobilisant grâce aux exsudats racinaires dans la rhizosphère. 
Ces molécules sécrétées sont généralement chargées négativement et ont une forte affinité pour 
les cations métalliques divalents tels que Ni2+ ,Cu2+,Pb2+, Zn2+, Hg2+ pour ne citer que ceux-ci 
(Brunet, 2008). Mganga et al. (2011) ont également montré que la paroi cellulaire est impliquée 
dans la restriction de l’absorption des métaux dans le cytoplasme de la cellule. 
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 Stratégie de tolérance 
Cette stratégie fait référence aux réactions permettant de limiter les effets néfastes des métaux 
dans l’organisme. Il existe trois types de plantes utilisant les mécanismes de tolérance aux 
métaux, les excluants (excluders), les hyper accumulateurs et les indicateurs. Ces groupes 
diffèrent selon la quantité de métaux accumulés dans la plante et le type de tissus dans lequel ces 
derniers sont stockés. 
Les excluants (excluders) accumulent les métaux au niveau de leurs racines pour éviter une 
absorption excessive en faisant le maintien de concentrations en métal dans les parties aériennes 
constantes et relativement faibles sur une large gamme de concentration dans le sol. Cette 
stratégie correspond à une forte réduction du transport des métaux vers les parties aériennes 
(translocation) et à une détoxification et une séquestration dans les tissus racinaires (Kumar et al. 
1995). 
 Les espèces qui sont accumulatrices ou hyper accumulatrices ont des concentrations en métaux 
dans les parties aériennes supérieures aux valeurs normales de concentrations rencontrées chez 
les espèces végétales (Baker & Proctor, 1990). Ces espèces se caractérisent par des 
concentrations fortes en métaux dans les tissus aériens et font un important transport actif des 
métaux depuis les racines, où sont absorbés les métaux du sol, vers les organes chlorophylliens, 
qui sont les organes de détoxification et de stockage (Baker, 1981 ; Taylor, 1987). 
Tout comme les hyper accumulateurs, les indicateurs accumulent les métaux dans les parties 
aériennes. Cependant, la concentration de métaux au niveau des tissus des plantes est similaire à 
celle trouvée dans le sol (Baker &Walker, 1989). Les indicateurs sont des marqueurs importants 
de la pollution puisqu’ils ne survivront pas s’ils continuent d’absorber les métaux (Mehes-Smith 
et al. 2013) 
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1.5.6 Gènes impliqués dans la résistance au nickel chez les plantes 
Les gènes résistants au nickel codent pour des protéines qui jouent un rôle direct dans la 
détoxification des métaux ou des espèces réactives de l'oxygène qu'ils produisent. La majorité 
des gènes de résistance aux métaux peuvent être classés en deux catégories distinctes ; les 
chélateurs et les transporteurs de métaux. 
 Les chélateurs 
Les chélateurs sont des molécules qui séquestrent les métaux afin de les rendre inactifs. Ce sont 
généralement de petites molécules à faible teneur en carbone qui n'utilisent pas beaucoup 
d'énergie chez la plante pour leur production. De nombreux chélateurs sont des sous-produits du 
cycle de Krebs ou d'autres voies métaboliques. Par exemple, des niveaux cytosoliques élevés de 
nicotianamime, citrate, malate, et des acides aminés tels que la proline, l'histidine et le glutathion 
ont été rapportés comme jouant un rôle dans la résistance des métaux chez les plantes (Krämer et 
al. 1996 ; Freeman et al., 2004 ; Mari et al. 2006 ; Sharma & Dietz, 2009 ; Ryan et al. 2009 ; Liu 
et al. 2009). De nombreux hyperaccumulateurs dépendent des substrats chélatants pour un bon 
stockage des métaux. C’est le cas de l'hyperaccumulateur de nickel Sebertia acuminata, où le 
nickel n'est accumulé dans les tissus aériens que lorsqu'il est lié au citrate (Lee et al., 1977). 
Les gènes impliqués dans la production de ces métabolites sont souvent surexprimés dans les 
plantes résistantes aux métaux. Des taux élevés de glutathion et d'o-acétyl-sérine (OAS) ont été 
retrouvés au niveau des tiges de l'hyperaccumulateur de nickel Thlaspi spp (Freeman et al. 
2004). Ces derniers ont également démontré que des taux élevés de ces métabolites sont associés 
avec des niveaux élevés d'expression de la sérine acétyltransférase (SAT) et de la glutathion 
réductase (GR). Ces enzymes jouent un rôle important dans la production et le renouvellement 
du glutathion (GSH). Une activité élevée de SAT est impliquée dans la résistance au Ni chez T. 
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goesingense qui est un hyperaccumulateur de Ni. Cette enzyme catalyse la réaction d’acétylation 
de la L-sérine pour produire l’O-acétyle-L-sérine, un régulateur positif de l'assimilation du soufre 
et un intermédiaire dans la biosynthèse de l'acide aminé cystéine. Une expression élevée de SAT 
chez T. goesingense a été associée à la capacité de cette espèce à hyperaccumuler le Ni et à 
résister aux effets oxydatifs néfastes de ce dernier (Freeman et al., 2004). Il a également été 
démontré que des niveaux accrus de Ni dans les plantes provoquent une surexpression de GR 
impliquée dans le maintien de niveaux élevés de GSH. L’augmentation du GSH entraîne une 
augmentation de la résistance aux effets inhibiteurs de la croissance et au stress oxydatif du Ni 
(Freeman et al. 2004). Des niveaux élevés de Mg, Fe, Cu, Ni, et Zn ont été associés avec une 
augmentation du niveau d’expression de la nicotianamine synthase (NAS) (Kim et al. 2005 ; van 
de Mortel et al. 2006). La NAS est une enzyme qui joue un rôle dans la synthèse de la 
Nicotianamime (NA) par la trimérisation de la s-adénosylméthionine (Shojima et al., 1990). Des 
études ont révélé que l'exposition au Ni déclenche l’accumulation de chélates NA-Ni en fonction 
de la dose de Ni dans le xylème chez T. caerulescens qui est aussi un hyperaccumulateur de Ni. 
Une fois dans les racines, le NA lié au Ni est redirigé vers les parties aériennes suivant le mode 
de transport racine-tige (Mari et al. 2006). 
 Les transporteurs 
La deuxième classe de gènes résistants aux métaux code pour de grandes protéines appelées 
transporteurs. Ces transporteurs sont impliqués dans la distribution des métaux dans différentes 
zones de la plante. Ils sont responsables de la compartimentation des métaux dans les tissus 
spécifiques chez les hyperaccumulateurs, les indicateurs et les excluants. La grande vacuole 
(entourée d'un tonoplaste) est souvent utilisée pour stocker des métaux et une fois à l'intérieur de 
la vacuole, les effets toxiques des métaux sur les organites sensibles sont réduits (Tong et al., 
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2004 ; Yadav, 2010). Pour avoir une fonction optimale, les transporteurs de métaux dépendent 
souvent des chaperons métalliques ou d’autres ions (Hall, 2002). Certains transporteurs de 
métaux qui ont été décrits comme jouant un rôle dans la résistance des métaux sont NRAMP 
(protéine macrophage associées à la résistance naturelle), ABC (ATP-binding cassette), 
AT2G16800 (famille des protéines de transports à haute affinité), IREG (famille des protéines 
régulés par le fer), CDF (facilitateur de diffusion de cation) et la famille ZIP (ZRT, protéine 
IRT). Ces protéines sont responsables du maintien de l’homéostasie des métaux chez les 
animaux, les bactéries, et les plantes (Viehweger, 2014). Nombreux de ces transporteurs sont non 
spécifiques et peuvent transporter des classes de métaux ayant des propriétés physiques 
similaires. La famille des protéines macrophages associées à la résistance naturelle (NRAMP) est 
une famille de transporteurs d'ions métalliques, qui font partie intégrante de la membrane 
cellulaire. Cette protéine transporte les métaux tels que Mn2+, Cu2+, Fe2+, Cd2+, Ni2+, Co2+ et Zn2+ 
(Williams et al., 2000). Mizuno et al. (2005) ont également prouvé que le NRAMP joue un rôle 
dans le transport et l’homéostasie du Ni2+. La protéine de la famille des transporteurs à haute 
affinité AT2G16800 se lie au Ni et participe au transport de celui-ci à travers la membrane 
plasmique chez l'espèce Arabidopsis thaliana (Stearns et al., 2005). Les gènes de la famille des 
protéines régulées par le fer (IREG) codent les transporteurs de Fe, mais des études faites ont 
découvert qu’IREG a une faible spécificité au Fe. Ainsi, en cas de déficience en Fe, 
l'accumulation d'autres métaux de transition incluant le Ni se produit et le métal est ensuite 
transporté dans la vacuole. Il a été démontré que cette famille est impliquée dans le transport des 
métaux de transition à partir de longues distances chez l'espèce A. thaliana (Schaaf et al. 2006). 
Toutefois, certains gènes ne se trouvent pas dans ces deux groupes c’est le cas de l’acide 1-
aminocyclopropane-1-carboxilique (ACC) qui est une enzyme présente chez les bactéries 
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favorisant la croissance des plantes et est le précurseur biosynthétique de l'hormone végétale 
éthylène. Il a été démontré que l'ACC désaminase réduit les concentrations d'éthylène dans les 
plantes et diminue les effets négatifs de divers facteurs de stress environnementaux, y compris la 
toxicité du Ni, et contribue de ce fait à l'augmentation de la tolérance au nickel chez le canola 
(Stearns et al. 2005). 
1.6 Mesure du niveau d’expression de gènes chez les plantes 
Plusieurs approches peuvent être utilisées pour analyser les niveaux d'expression des gènes chez 
les plantes. L’analyse de l'expression génique ciblée peut être effectuée si l'approche 
expérimentale est limitée à des gènes spécifiques ou à des zones spécifiques du transcriptome. 
Cependant, le séquençage du transcriptome entier est devenu de plus en plus courant et peut être 
mené chez des espèces ayant des séquences de transcriptome connues. Les applications 
courantes d'expression génique comprennent l’hybridation par transfert Northern Blot, 
l'hybridation in-situ et la réaction en chaine de polymérase après transcription inverse (RT-
qPCR) (Kramer, 2005). Il existe également des techniques supérieures telles que les puces à 
ADN et le séquençage de l’ARN (ARN-seq). Le choix de la technique dépend de plusieurs 
facteurs tels que la disponibilité de tissus frais, ainsi que le niveau d'expression attendu et le 
profil du gène candidat en question. Bien que les protocoles de ces procédures soient assez 
standards, une optimisation est souvent nécessaire en raison des caractéristiques spécifiques des 
espèces analysées (Kramer, 2005).  
Le transfert « Northern », ou ARN blot est une technique utilisée dans la recherche en biologie 
moléculaire pour étudier l'expression des gènes par la détection de l'ARN (ou ARN messager 
isolé) dans un échantillon. Afin de mener cette procédure, les cellules sont d'abord exposées à 
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une enzyme (protéase) qui décompose les membranes cellulaires et libère du matériel génétique. 
L’ARNm est ensuite extrait des autres composantes cellulaires et l'électrophorèse sur gel est 
utilisée pour séparer différents fragments d'ARNm. L’ARNm est ensuite placé sur un filtre ou un 
autre support en utilisant une technique appelée buvardage sous vide ou par capillarité. Afin 
d'identifier le gène, l'ARNm est incubé avec une sonde (morceau court d'ADN simple brin 
complémentaire ou ARN marqué avec une molécule radioactive). Le filtre est finalement placé 
contre un film radiographique pour exposer la sonde et l'intensité varie en fonction du niveau 
d'expression du gène. (Krumlauf, 1994). 
L'hybridation in situ est une technique cytochimique permettant de localiser des séquences 
spécifiques d'ADN ou d'ARN dans un tissu ou un organisme (in situ). Les applications de la 
technologie d'hybridation in situ sont diverses (Jiang & Gill, 1993). Les sondes peuvent être 
synthétisées avec les nucléotides radioactifs ou des nucléotides non radioactifs. L’utilisation des 
nucléotides non radioactifs a considérablement amélioré l’hybridation in situ en diminuant le 
temps de développement et en donnant une excellente résolution histologique (Braissant & 
Wahli, 1998). L'utilisation la plus courante dans la biologie des cellules végétales est la 
localisation d'un ARN messager (ARNm) au niveau de la microscopie optique (McFadden, 
1995). 
La réaction en chaîne de polymérase après transcription inverse (RT-qPCR) est une technique 
qui permet de faire un PCR à partir d'un échantillon d'ARN. Ce dernier est tout d'abord rétro 
transcrit grâce à une enzyme appelée transcriptase inverse, qui permet la synthèse de l'ADN 
complémentaire (ADNc). Cet ADNc est ensuite utilisé pour réaliser un PCR. La RT-qPCR 
permet de quantifier un type d'ARN initialement présent dans un échantillon. Elle peut se faire 
dans un appareil particulier qui permet de visionner en temps réel la synthèse des fragments 
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d'ADN. Pour cela, des molécules fluorescentes qui se fixent sur l'ADN sont utilisées. La 
fluorescence de l'échantillon augmente proportionnellement au nombre de molécules d'ADN. 
Celle technique est par exemple utilisée pour connaître le niveau d'expression d'un gène dans une 
condition donnée. Plus un gène est exprimé, plus le nombre de molécules d'ARN synthétisées 
sera grand. Grâce à la qRT-PCR, les chercheurs peuvent donc comparer le niveau d’expression 
d’un gène donné dans deux conditions différentes (Heid et al., 1996 ; Mestdagh et al., 2009 ; 
Derveaux et al., 2010 ; Chen et al., 2011). 
Les puces à ADN sont souvent appliquées à des études d'expression génique à grande échelle. 
Initialement, ces puces ont été développées pour étudier l'expression des gènes dans les 
populations d'ARN, mais récemment les protocoles ont été modifiés pour analyser l'expression 
au niveau de l'ADN et de la protéine (Russo et al., 2003). Les technologies de puces à ADN 
utilisent un support solide imperméable tel que du verre, des puces de silicium ou une membrane 
de nylon contenant des milliers de taches représentant chacune un gène. La technologie des 
puces à ADN nécessite l'hybridation entre des cibles libres marquées dérivées d'un échantillon 
biologique et un réseau de nombreuses sondes d'ADN immobilisées sur une matrice (Southern et 
al., 1999 ; Babu, 2004) 
Le RNA-seq est une technologie qui utilise le séquençage de nouvelle génération (next-
generation sequencing) pour identifier et quantifier toutes les séquences d’ARN présents dans un 
échantillon à haute résolution. Cette identification des séquences d’ARN facilite la 
compréhension des mécanismes d’épissage alternatif de gènes comprenant les modifications 
post-transcriptionnelles, les polymorphismes nucléotidiques, et les changements dans 
l’expression génique. Les techniques de séquençage nouvelle génération ont permis la lecture de 
l’ADN d’une cellule, base par base (Wang et al., 2009 ; Reis-Filho, 2009). 
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1.7 Objectifs  
Les objectifs principaux de cette étude étaient 1) de déterminer le niveau de toxicité du nickel 
chez le chêne rouge (Quercus rubra), 2) d’évaluer la régulation des gènes associés à la résistance 
au nickel chez les plantes de Q. rubra exposées à plusieurs doses de nickel et 3) de déterminer 
l’expression des gènes impliqués dans la résistance au nickel chez les populations de Q. rubra 
provenant de sites contaminés par des métaux et de sites références de la région du Grand 
Sudbury. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
34 
 
CHAPITRE 2 : L’ANALYSE DE LA TOXICITÉ DU NICKEL ET DE L’EXPRESSION 
DE GÈNES CHEZ DES GÉNOTYPES DE CHÈNE ROUGE (QUERCUS RUBRA) 
TRAITÉS AVEC DIFFÉRENTES DOSES DE NITRATE DE NICKEL. 
2.0 Introduction  
Les plantes ont développé une variété de mécanismes leur permettant de croitre en présence de 
métaux lourds toxiques tels que le cuivre, le zinc, le cadmium et le nickel (Howarth et al., 2003). 
Ces mécanismes comprennent l'absorption et le transport d'ions métalliques et la détoxification 
par séquestration dans les vacuoles (Zenk, 1996 ; Küpper et al., 1999). La Perturbation du 
métabolisme végétal par des métaux toxiques est empêchée par les protéines de chélation tels 
que la sérine acétyltransférase(SAT), la nicotianamine synthase (NAS) et l’acide 1-
aminocyclopropane-1-carboxylique désaminase (ACC désaminase). Certaines protéines 
transporteurs de métaux sont également impliquées dans cette régulation du métabolisme des 
plantes en faisant un transport spécifique ou non des ions métalliques. Ces protéines sont 
responsables du maintien de l’homéostasie des métaux chez les animaux, les bactéries et les 
plantes (Viehweger, 2014). Le nickel est un microélément essentiel pour la croissance des 
plantes et il joue un rôle important dans la physiologie végétale (Nieminen et al., 2007). A des 
concentrations élevées, cet élément peut devenir extrêmement toxique et entraver les 
mécanismes physiologiques des plantes. 
La région du Grand Sudbury au Nord de l’Ontario a été pendant longtemps exposée aux dépôts 
de métaux tels que le nickel et les plantes s’y trouvant tels que Q. rubra ont développé des 
mécanismes de résistance pour contrer les effets néfastes de ces métaux sur la physiologie 
végétale. Cependant, les études sur le mécanisme de résistance génétique de cette espèce sont 
manquantes. Les objectifs spécifiques de cette étude sont donc 1) déterminer le niveau de 
toxicité du nickel chez le chêne rouge (Quercus rubra) et 2) d’évaluer la régulation des gènes 
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associés à la résistance au nickel chez les plantes de Q. rubra exposées à plusieurs doses de 
nickel. 
2.1 Matériel et méthode  
 Chambre de croissance : traitement au Nitrate de nickel 
Des glands (seedlot # 007228) de chêne rouge (Q. rubra) provenant de la zone 34 du sud de 
l'Ontario, Canada (figure 2.0) ont été placés sur des papiers filtres mouillés dans les boîtes « 
Petawawa » pour germination. La germination a eu lieu dans un incubateur à 27 oC. Après la 
germination, les plantules ont été plantées dans les pots contenant un mélange de terre noire et de 
sphaigne (mousse des tourbes). Ces plantules ont été ensuite transférées dans une chambre de 
croissance pendant 5 mois. Après cette période de croissance, les plantes ont été transplantées 
dans un mélange de sable de quartz et de sphaigne (50:50) afin de faciliter le déterrement des 
racines au moment de la récolte et d’améliorer l’absorption des ions métalliques par le système 
racinaire. Après la transplantation, les plantules ont été placées pendant deux semaines dans un 
incubateur PGR15 (Conviron) afin de leur permettre de s’acclimater. Les conditions de 
croissances comprenaient une température journalière maximale de 26 0C et une température 
nocturne minimale de 18 0C, sur un cycle de noirceur et de lumière de 8 h :16 h. Pendant cette 
période, les plantules étaient arrosées et fertilisées au besoin. 
Afin d’évaluer la toxicité du nickel sur Q. rubra, un total de 84 plantes âgées de 6 mois ont été 
traitées sous des conditions de température et d’humidité contrôlées dans une chambre de 
croissance avec différentes concentrations de nickel en solution. Les traitements au nickel étaient 
faits à l’aide d’une solution aqueuse du sel de nitrate de nickel (Ni(NO3)2). Différentes 
concentrations de nitrate de nickel représentant les quantités de nickel trouvées sur des sites 
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contaminés de la RGS étaient administrées aux plantes. Elles comprenaient 0 mg/kg de nitrate de 
nickel correspondant au traitement contrôle, 150 mg/kg de Ni(NO3)2 correspondant à la quantité 
biodisponible de nickel, 1600 mg/kg de Ni(NO3)2 qui est l’équivalent de la quantité totale de 
nickel retrouvé dans le sol. De plus, un traitement intermédiaire a été fait, soit la moitié de la 
quantité totale de nickel retrouvé dans la RGS (800 mg/kg). La quantité totale représente la 
concentration la plus élevée de cette expérience. Chacun de ces trois traitements était répété seize 
(16) fois dans un dispositif en bloc complètement aléatoire pour éviter de biaiser les résultats. 
Afin de mieux apprécier l’effet du nickel sur les plantes et d’éliminer l’effet potentiellement 
toxique de l’ion nitrate (NO3-), trois traitements au nitrate de potassium (KNO3) ont été conçus. 
Ces traitements représentent une quantité d’ions nitrate identique aux traitements de nitrate de 
nickel soit 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg. Ces traitements étaient répétés 9 fois et 
représentaient les traitements contrôles pour les différentes doses de nitrate de nickel 
administrées aux plantes. Le jour de ces traitements au nitrate de nickel marquait le premier jour 
de cette partie de l’expérience qui a duré 14 jours. Avant l’administration des traitements, la 
taille des plantes avaient été mesurées à l’aide d’une règle millimétrée. Les mesures 
subséquentes ont été effectuées le jour 7 et le jour 14 de l’expérience afin de déterminer le taux 
de croissance des plantes. L’évaluation du taux de dommages aux feuilles était faite tous les deux 
jours afin d’identifier les génotypes résistants et susceptibles au nickel. Cette évaluation était 
basée sur une échelle de dommages allant de 1 à 9 tel que décrit par Thériault et Nkongolo 
(2016) (Tableau 2.0). 
 Extraction de l’acide ribonucléique (ARN) 
Les feuilles et les racines des plantes de Q. rubra ont été récoltées à la fin de la période 
expérimentale (soit 14 jours après les différents traitements) et conservées à -20°C afin de 
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préserver l’intégrité de l’acide ribonucléique. L’ARN total a été extrait des feuilles et des racines 
selon le protocole de Chang et al. (1993) avec quelques modifications. Ces modifications 
comprennent : centrifugation à 15 000 rpm pour 30 minutes au lieu de 20 minutes comme 
mentionné dans le protocole, l’addition de trois (03) volumes d’éthanol au surnageant avant la 
précipitation à -70 0C pour 30 minutes, centrifugation pendant 30 minutes pour sédimenter 
l’ARN, lavage a l’éthanol 70 % pendant 5 minutes avant de sécher et de suspendre la culot 
d’ARN. Après l’extraction, l’ARN de chaque échantillon a été quantifié à l’aide de la trousse « 
Qubit® RNA BR assay kit » développé par l’entreprise « Life Technologies » (Carlsbad, États – 
Unis). Ensuite, La qualité de l’ARN a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 1 %. 
Après cette vérification, l’ARN extrait a été mis ensemble pour les différents traitements, 
résultant en 14 échantillons représentant 3 traitements (150 mg/kg, 800 mg/kg, 1600 mg/kg) et 4 
contrôles (le control avec de l’eau et les contrôles au nitrate de potassium) pour les feuilles et les 
racines. Ces 14 échantillons ont été utilisés par la suite pour l’analyse de l’expression des gènes.  
 Amplification quantitative en chaîne par la polymérase après transcription inverse à 
temps réel (RT-qPCR) 
L’ARN des 14 échantillons a été traité avec la désoxyribonucléase I (ADNase I) provenant de 
Life Technologies pour 1 heure à 37 0C. Cette enzyme est une endonucléase qui hydrolyse les 
liaisons phosphodiester des acides désoxyribonucléiques (ADN). Cette enzyme par son action 
dégrade l’ADN et permet ainsi d’avoir des échantillons d’ARN qui ne sont pas contaminés par 
de l’ADN. La quantité traitée à l’ADNase était de 10 µg d’ARN dans un volume réactionnel de 
50 µl pour chaque échantillon. La solution finale était composée de 5 µl d’ADNase I, 5 µl de la 
solution tampon pour réaction PCR et 10 µg d’ARN. Pour atteindre le volume de 50 µl, une 
quantité suffisante d’eau DEPC (diéthyl pyrocarbonate) était ajoutée à la réaction. Après cette 
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purification, l’ADNase a été désactivée en augmentant la température à 65 °C pendant 10 
minutes suivie de l’ajout d’EDTA (acide éthylène diamine tétra-acétique). 
Des gènes associés à la résistance au nickel chez d’autres espèces ont été sélectionnés et testés 
pour leur expression chez Q. rubra en utilisant la technique d’amplification quantitative en 
chaine par la polymérase après transcription inverse (qRT-PCR) (Tableau 2.1). Les séquences de 
ces gènes ont été identifiées en analysant la base de données NCBI (Keinänen et al., 2007 ; 
Kobayashi et al., 2008; Guo et al., 2008). Les amorces utilisées pour les réactions en chaîne par 
polymérisation (PCR) ont été créées en plusieurs étapes. Tout d’abord, la séquence génomique 
des gènes choisis a été établie grâce aux données disponibles dans NCBI. Ensuite, les séquences 
d’ARN messager (ARNm) correspondantes ont été identifiées. Ces séquences ont été analysées 
en faisant le « BLAST » avec le transcriptome de Q. rubra documenté sur le site web « The 
Hardwood Genomics Project » (http://hardwoodgenomics.org ) afin de déterminer s’il existe une 
complémentarité entre les séquences. Ces séquences d’ARNm complémentaires retrouvées dans 
le transcriptome de Q. rubra ont ensuite été exportées au site web Custom Primer-
OligoPerfectTM Designer par ThermoFisher scientifique 
(https://tools.thermofisher.com/content.cfm?pageid=9716 ) où les amorces ont été générées 
(Tableau 2.2). Ces amorces ont été vérifiés afin de s’assurer qu’il n’y a pas de structure en 
épingle à cheveux et /ou des autos et hétéro-dimères en utilisant le logiciel OligoAnalyser 3.1 de 
IDT (https://www.idtdna.com/calc/analyzer ).  
L’acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc) a été synthétisé à partir de l’ARN purifié 
en utilisant la trousse « High-Capacity cDNA Reverse Transcription » obtenue de Life 
Technologies dans une réaction de 2 heures à 37 °C. À la Suite de cette synthèse, un PCR a été 
effectué afin de vérifier l’intégrité de l’ADNc et la taille des amplicons provenant d’une amorce 
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d’un gène de control interne (α-tubuline). Ensuite, la transcriptase inverse a été inactivée par une 
hausse de température à 85 °C pour une durée de 5 minutes. De plus, un PCR suivie d’une 
électrophorèse ont été réalisés sur l’ADN génomique de Q. rubra afin de vérifier la taille des 
produits de l’amplification de chacune des paires d’amorces des gènes ciblés. Les amorces 
présentant une bande unique (Figure 2.1) et ayant la taille de l’amplicon attendue (Tableau 2.2) 
ont été utilisées pour le RT-qPCR. Il s’agit des amorces des gènes sérine acétyle transférase 
(SAT), glutathion réductase (GR), nicotianamine synthase 3 (NAS3), 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique (ACC), protéine macrophage associées à la résistance naturelle 3 (NRAMP3), 
famille des protéines de transport à haute affinité (AT2G16800) et des deux gènes de control 
interne (housekeeping genes) qui sont, le facteur d’élongation 1 α (EF1α) et la sous unité 18S de 
l’ARN ribosomique (18S ARNr). 
Le RT-qPCR a été accompli en utilisant le kit « DyNAmo HS SYBR Green qPCR master mix » 
(Thermo Scientific). Le volume des réactions était de 10 µl contenant 1µl d’ADNc dilué. La 
courbe standard comprenait 7 différents points correspondant aux quantités différentes d’ADNc, 
soit 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12.5 ng, 6.25 ng, 3.125 ng et 1.063 ng. Chaque échantillon était 
amplifié avec trois répétitions en utilisant le thermo cycle MJ Research PTC-200. Ce processus 
comprenait, (1) une dénaturation initiale à une température de 95 0C pour 15 minutes, (2) une 
incubation à 94 0C pendant 30 secondes pour continuer la dénaturation, (3) 30 secondes 
d’hybridation à la température d’hybridation correspondant aux amorces utilisées (Tab.2.2), (4) 
élongation à 72 0C pendant 30 secondes pour l’élongation des brins d’ADNc par la polymérase, 
(5) lecture de la fluorescence des tubes (6) répétition des étapes 2-6 pour 41 cycles, (7) 
incubation à 72 0C pendant 7 minutes pour élongation, (8) courbe de fusion de 72 à 95 0C avec 
10C d’intervalle et attente de 10 secondes, et (9) élongation finale à 72 0C pour 3 minutes. Ce 
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PCR quantitatif a été réalisé deux fois pour chaque gène et toutes les réactions avaient trois 
réplications pour chaque échantillon (contrôle avec de l’eau, biodisponible, total, moitié du total 
et les contrôles correspondants à ces trois derniers). Ceci a abouti à un total de 6 données pour 
chaque échantillon. Ces données ont étés analysées en utilisant le logiciel MJ Opticon Monitor 
3.1 (BioRad) et les valeurs delta C(t) et les équations des courbes standards obtenues ont été 
exportées dans Excel et normalisées avec les deux gènes de contrôle interne (housekeeping 
genes). 
 Analyses statistiques 
L’expression normalisée de chaque gène ciblé a été déterminée en utilisant les gènes de contrôle 
interne. Les données ont été analysées en utilisant la version 20 du logiciel SPSS pour Windows. 
Ces données ont subi une transformation logarithmique (log10) pour parvenir à une distribution 
normale. L’analyse des variances (ANOVA) suivie d’une analyse a posteriori de comparaison 
multiple de Tukey HSD ont été effectuées afin de déterminer les différences significatives entres 
les moyennes. Pour ce qui est de l’évaluation de la différence aux niveaux d’expression des 
contrôles de nitrate et des traitements au nitrate de nickel ainsi que de la différence d’expression 
entres les tissus, nous avons fait un test t de Student. La valeur alpha pour ces analyses était 
estimée à 0.05 ; donc les différences étaient considérées significatives pour P≤ 0.05. 
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Figure 2.0. Zones de localisation des glands de Q. rubra en Ontario, Canada. Les glands utilisés 
pour cette expérience provenaient de la zone 34 du sud de l’Ontario. 
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2.2 Résultats  
 Toxicité du nickel  
L’analyse du taux de dommage et de la croissance des plantes pendant 14 jours n’a révélée 
aucune différence significative entre les moyennes des différents traitements au nitrate de nickel 
et les traitements contrôles (p > 0.05). Toutes les plantes n’ont montré aucun symptôme de 
toxicité au nickel, même pour la concentration la plus élevée de 1600 mg/kg après 14 jours 
(Tableau 2.3).  
 Expression génique  
Le gène pour l’ACC désaminase était surexprimé au niveau des feuilles pour la dose de 150 
mg/kg pour le traitement au nitrate de nickel et son traitement control au nitrate de potassium. 
Cependant aucune différence n’a été observée entre ces deux traitements aux doses plus élevées 
de 800 mg/kg et 1600 mg/kg (Figure 2.2 a). On a observé une surexpression de ce gène entre les 
traitements au nitrate de potassium à la dose de 150 mg/kg comparé au traitement control à base 
d’eau. Ceci était aussi observé avec une moindre amplitude pour le traitement de 800 mg/kg. 
Mais, les plantes ayant reçu la plus haute dose de nitrate de potassium (1600 mg/kg) avaient le 
même niveau d’expression de ce gène que les plantes contrôles (Figure 2.2 b). On a observé une 
surexpression significative de ce gène quand la plante était traitée avec 800 mg/kg de nitrate de 
nickel comparé aux autres traitements (Figure 2.2 c). Le niveau d’expression pour la dose la plus 
élevée (1600 mg/kg) était plus bas que celui de la dose de 800 mg/kg mais significativement plus 
élevé que celui induit par la dose de 150 mg/kg et du traitement control (0 mg/kg). Il n’y a 
aucune différence significative dans l’expression de ce gène entre le traitement control et le 
traitement à 150 mg/kg (Figure 2.2 c).  
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Au niveau des racines, nous n’avons obtenu aucune amplification pour la quantité 
biodisponible (150 mg/kg) du traitement au nitrate de potassium. Nous n’avons pas observé de 
différence significative entres les contrôles de nitrate et les traitements au nickel et ceci est 
valable pour toutes les doses (Figure 2.3a). Pour ce qui est des traitements au nitrate de 
potassium, une expression significative a été observée entre le traitement à 800 mg/kg et les 
autres traitements (contrôle d’eau et 1600 mg/kg) qui démontraient le même niveau d’expression 
(Figure 2.3b). Les plantes ayant reçu les doses intermédiaires (800 mg/kg) et élevée (1600 
mg/kg) de nitrate de nickel ont eu un niveau d’expression significativement élevée 
comparativement à celles ayant reçu le traitement le plus bas (150 mg/kg). Cette dernière dose 
n’a induit aucune différence significative de l’expression de ce gène avec le traitement control 
(Figure 2.3 c). Aucune différence significative de l’expression de ce gène dans les deux tissus 
(feuilles et racines) pour le traitement control et le traitement de 150 mg/kg n’a été observé. Des 
différences significatives ont été observées entre les deux tissus pour les doses de 800 mg/kg et 
1600 mg/kg. Dans ce cas, l’expression au niveau des feuilles était plus élevée qu’au niveau des 
racines (Figure 2.4). 
Pour la sérine acétyltransférase (SAT) il n’y avait pas de différence significative d’expression 
entre les traitements au nickel et leur traitement control (nitrate) pour les doses de 800 mg/kg et 
1600 mg/kg. Une surexpression de ce gène a été induite par le nitrate comparé au nickel pour la 
dose de 150 mg/kg (Figure 2.5 a). Pour les traitements au KNO3, la concentration de 150 mg/kg 
avait induite une expression 6X supérieures par rapport au traitement contrôle et cette expression 
diminuait quand on augmentait la dose (Figure 2.5b). On a observé une augmentation 
d’expression au niveau des feuilles pour les plantes exposées à 800 mg/kg et 1600 mg/kg de 
nitrate de nickel par rapport au traitement à 150 mg/kg et le témoin (Figure 2.5c).  
44 
 
Au niveau des racines, le nitrate induisait une augmentation significativement plus élevée par 
rapport au nickel à la dose de 800 mg/kg, tandis qu’a la dose de 1600 mg/kg, c’était plutôt le 
nickel qui générait une expression légèrement plus grande que le nitrate (Figure 2.6a). Lorsqu’on 
comparait les différents traitements au contrôle, l’expression de ce gène était significativement 
plus élevée à la dose de 800 mg/kg de nitrate comparée au contrôle (Figure 2.6b). La même 
tendance était observée pour l’induction par le nickel (Figure 2.6c). Il existe une expression 
différentielle au niveau des tissus. Dans ce cas, l’expression au niveau des racines était plus 
élevée que celle des feuilles (Figure 2.7). 
Pour le gène NAS3, on a observé une expression différentielle au niveau des feuilles 
dépendamment des concentrations de nitrate de nickel administrées à la plante. En comparant les 
traitements au nitrate et ceux au nickel (Figure 2.8a), une différence significative a été observée 
entre les deux traitements pour les doses de 150 mg/kg et de 1600 mg/kg. Cependant le 
traitement au nitrate de nickel à la quantité de 800 mg/kg n’a pas eu d’amplification. Le nitrate 
de potassium a induit une diminution signification de l’expression de ce gène à la dose de 1600 
mg/kg comparativement aux autres doses (Figure 2.8b). On a observé une augmentation 
significative d’expression de ce gène à la concentration de 1600 mg/kg par rapport aux autres 
doses (Figure 2.8c).  
Au niveau des racines, les concentrations de nitrate de nickel et de nitrate de potassium 
administrées aux plantes n’ont produit aucun changement d’expression du gène NAS3 parce que 
les niveaux d’expressions sont équivalents à l’expression produite par le traitement contrôle 
d’eau (Figure 2.9). 
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2.3 Discussion 
 Importance des traitements contrôles  
Les métaux lourds doivent être sous leur forme soluble et biodisponible afin d’être assimilés par 
le système racinaire des plantes. Dans la plupart des expériences faites sur le nickel, les formes 
les plus utilisées sont les sels de nitrate de nickel et de chlorure de nickel du fait de leur niveau 
de solubilité élevé et de leur faible coût. Ces sels s’ionisent en Ni2+/NO3- et Ni2+/Cl- dans de l’eau. 
Cependant plusieurs analyses négligent l’effet des anions associés à ces sels lors de l’étude de 
l’effet des métaux lourds chez les plantes (Freeman et al., 2004 ; Douchkov et al., 2005 ; Merlot 
et al., 2014). Le nitrate et le chlorure peuvent être toxiques pour les plantes si leurs 
concentrations dans les sols excèdent certains niveau requis pour la croissance des plantes 
(Parker et al., 1983 ; Goyal et Huffaker,1984). Cependant, même quand ces éléments sont 
utilisés à des faibles niveaux, il est toujours important d’évaluer s’ils affectent la croissance des 
plantes et l’expression des gènes. En effet, l’absorption des nitrates a déjà été associée à la 
résistance aux métaux dans la littérature (Guan et al., 2015). Dans la présente étude, les 
traitements au nitrate de potassium présentaient des résultats différents des traitements contrôles 
(eau) et ceci s’observait beaucoup plus pour les quantités de 150 mg/kg. Ceci suggère que le rôle 
du nickel dans de nombreuses études utilisant le nitrate de nickel doit être examiné avec 
précaution pour ne pas mal interpréter les résultats. 
 Toxicité du nickel  
La toxicité des métaux provoque des dommages visibles chez les plantes incluant la réduction de 
la croissance des plantes et le changement de couleur des feuilles tel que décrit par Thériault et 
al. (2016) pour l’espèce B. papyrifera. Plusieurs plantes sont gravement affectées par des 
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concentrations élevées de métaux toxiques, mais d’autres sont capables de faire face à la 
contamination par les métaux lourds en limitant leurs effets. Thériault et Nkongolo (2016) ont 
observé une réduction de la croissance des tiges chez B. papyrifera traité avec des concentrations 
de nickel dans le sol au taux de 1600 mg/kg et plus, comparativement au contrôle d’eau. Mais 
dans la présente étude nous n’avons observé aucune différence significative chez Q. rubra pour 
les différentes doses de nickel (150, 800 et 1600 mg/kg) et leurs traitements contrôles respectifs. 
La quantité biodisponible (150 mg/kg) représente la quantité de nickel qui est réellement 
assimilable par les plantes. La quantité totale de nickel présente dans le sol n’est pas 
complètement disponible pour les plantes. La plus grande portion de cette quantité est insoluble 
et reste liée aux particules du sol. La partie soluble est constituée des ions métalliques en solution 
qui forment des liaisons avec plusieurs ligands tels que l’ion chlorure (Cl-), le sulfate (SO42-), le 
nitrate (NO3
-), et les ligands organiques. Dans cette étude, les plantes ont toutes été traitées avec 
du nitrate de nickel qui est une forme assimilable de nickel par les plantes. Elles n’ont présenté 
aucun symptôme phénotypique (chlorose ou nécrose) ni de réduction de croissance même aux 
doses les plus élevées. Ces différents résultats peuvent potentiellement être expliqués par des 
différences morphologiques entre Q. rubra et B. papyrifera. En effet, Q. rubra possède une 
racine pivotante (Lyford, 1980) tandis que B. papyrifera possède plutôt des racines fibreuses de 
petit diamètre (Safford et al., 1990). Les études ont suggéré que la surface du système racinaire 
peut avoir un impact sur l’absorption des métaux lourds tel que le nickel. Ainsi cette différence 
morphologique au niveau racinaire peut potentiellement entrainer une différence d’assimilation 
des métaux lourds entre ces deux espèces (Keller et al., 2003). Toutefois, autres recherches 
seraient nécessaires pour élucider ces différences. 
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 Régulation des gènes  
Des études ont montré que certains métaux particuliers tels que le nickel, le cuivre et le cobalt 
ont des effets génotoxiques. L’analyse des systèmes subcellulaires et acellulaires a montré les 
effets de divers métaux sur l’ADN. Par exemple, le chrome et le nickel ont induit des 
changements génétiques en interagissant avec l’ADN dans l’étude d’Aras et al. (2002). Plusieurs 
gènes peuvent être activés suite à l’exposition aux métaux lourds (Price-Haughey et al., 1986). Il 
s’agit par exemple des gènes contrôlant la synthèse de l’acide 1- aminocyclopropane-1-
carboxylique désaminase (ACC désaminase), la sérine acétyltransférase (SAT), la nicotianamine 
synthase 3 (NAS 3) et la famille des protéines macrophage associées à la résistance naturelle 
(AT2G16800). 
L'augmentation des niveaux d'éthylène dans les plantes à la suite de l'exposition à divers types de 
stress, y compris la chaleur, la sécheresse, l'inondation, l'infection pathogène, le stress 
nutritionnel et les métaux lourds, entraine des dommages aux tissus végétaux (Hyodo, 
1991 ;Grichko et Glick, 2001 ; Mayak et al., 2004). Des informations sur le rôle précis de 
l'éthylène dans les symptômes de la maladie ou du stress sont encore ambiguës en raison de 
l'enchevêtrement des interactions entre l'éthylène et les autres hormones végétales. Cependant, il 
a été démontré qu'une réduction des niveaux d'éthylène améliore la survie des plantes de tomate 
(Lycopersicon esculentum) (Grichko et al., 2000) et de canola (Brassica napus) (Nie et al., 2002) 
lorsqu'elles sont exposées aux métaux lourds tels que le Nickel. L’ACC est le précurseur 
immédiat de l'éthylène dans les plantes (Abeles et al., 1992). L'enzyme ACC désaminase 
bactérienne est la seule enzyme qui métabolise l'ACC. Cette enzyme convertit l'ACC en a-
cétobutyrate et en ammoniac et entraine de ce fait la réduction de la production d’éthylène à la 
base des effets phytotoxiques des contaminants (Honma et Shimomura, 1978). Les plantes de 
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tomates transgéniques qui expriment l'ACC désaminase produisent moins d'éthylène et par 
conséquent les effets du stress sont réduits (Klee et al., 1991). Ainsi les plantes exprimant 
l’enzyme ACC désaminase sont capables de tolérer les effets délétères des facteurs de stress 
environnementaux (Singh et al., 2015). L’analyse des séquences d'ADN a révélé la présence des 
gènes ACC désaminase dans les génomes de plusieurs plantes, et il existe des preuves que les 
plantes Arabidopsis et Populus spp expriment l'activité ACC désaminase (Glick, 2005). Ces 
résultats suggèrent que l’expression de l’ACC désaminase devrait être élevée en fonction des 
doses de nickel administrées aux plantes. Dans cette étude, l’amplification de l’ADN de Q. rubra 
a révélé la présence du gène ACC désaminase. 
L’expression de l’ACC désaminase au niveau des feuilles dans cette étude a été induite par la 
dose de 150 mg/kg. Les traitements au nitrate de nickel de 150 mg/kg et 800 mg/kg ont induit 
une augmentation du niveau d’expression comparativement au traitement control mais ce 
changement dans l’expression n’est pas dû au nickel seul. En effet on a observé une différence 
d’expression avec des traitements au nitrate de potassium comparé au traitement control (avec 
l’eau), ce qui suggère que le nitrate joue un rôle dans ce changement. Toutefois à la 
concentration la plus élevée (1600 mg/kg), on a observé une diminution de l’expression de ce 
gène par rapport à l’expression observé à la quantité intermédiaire (800 mg/kg). Ceci suggère 
que ce gène possède une quantité seuil à partir de laquelle son expression est réprimée. 
Cependant, les études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse. Au 
niveau des racines, une augmentation du niveau d’expression a été observée pour la dose de 800 
mg/kg. Cette différence semble être due au nitrate et non au nickel. Dans une étude faite en 1991, 
Klee et ses collègues ont montré que l’ACC désaminase avait une expression plus élevée au 
niveau des feuilles de jeunes plantes de tomates transgéniques parce que les effets néfastes de 
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l’éthylène y étaient plus réduits. Dans la présente étude, nous remarquons que ce gène a 
effectivement une expression différentielle au niveau des tissus et ceci a été observé pour les 
traitements de 800 mg/kg et de 1600 mg/kg. L’expression au niveau des feuilles était 
significativement plus grande qu’au niveau des racines. 
La sérine acétyltransférase (SAT) catalyse la réaction d’acétylation de la L-sérine pour 
produire l’O-acétyle-L-sérine, un régulateur positif de l'assimilation du soufre et un intermédiaire 
dans la biosynthèse de l'acide aminé cystéine. Lors de l’exposition d’une plante aux quantités 
élevées de Ni, cette enzyme est surexprimée afin de contrer les effets néfastes liés au stress 
oxydatif (Freeman et al., 2004). Dans la présente étude, l’expression obtenue pour les feuilles à 
la dose de 1600 mg/kg de nitrate de nickel est due au nickel parce qu’il existe une différence 
significative entre le traitement au nickel et le traitement au nitrate à cette concentration. Le 
traitement au nickel induisant une expression plus élevée que son contrôle au nitrate. Ceci 
suggère que ce gène est influencé par le nickel lorsqu’exposé à des doses élevées. Ces résultats 
corroborent avec les données de l’étude faites sur la régulation du cadmium chez Arabidopsis 
thaliana qui avaient montré une haute expression de SAT à des concentrations élevées de ce 
métal (Howarth et al., 2003). Une comparaison biochimique entre T. goingense et A. thaliana, a 
revélé que T.goesingense (qui est un accumulateur de Ni) présente une activité plus élevée de 
l’enzyme SAT qui est en partie responsable de la tolérance au Ni observée chez cette espèce 
(Freeman et al., 2004 ; Freeman et Salt, 2007). Le pic d’expression observé à 800 mg/kg peut 
être attribué au nitrate parce qu’il existe une différence entre le nitrate et le nickel à cette 
concentration ; le nitrate induisant une expression plus élevée. Les études faites auparavant ont 
démontré une expression élevée de ce gène au niveau des racines comparativement aux feuilles 
(Kawashima et al., 2005). Les résultats obtenus dans la présente étude sont en accord avec cette 
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conclusion car, l’expression de SAT était plus élevée au niveau des racines pour la concentration 
de 800 mg/kg. Le manque d’amplification des échantillons de racines traitées à la concentration 
de 150 mg/kg de nitrate de potassium peut être expliqué par une dégradation de l’ADNc 
synthétisé ou la présence d’un inhibiteur dans l’échantillon. Toutefois cette explication n’est pas 
incontestable. 
L'identification récente de Ni2+ complexé au chélatant métallique de haute affinité 
nicotianamine (NA) dans l'hyperaccumulateur de Ni et de Zn T. caerulescens (Vacchina et al., 
2003) suggère que la nicotianamine joue un rôle important dans la détoxication du Ni 
extravacuolaire chez les plantes hyperaccumulatrices. La surproduction constitutive de la 
nicotianamine et de l'enzyme responsable de sa biosynthèse, la nicotianamine synthase (NAS), 
chez T. caerulescens et l'hyperaccumulateur A halleri (Vacchina et al., 2003; Becher et al., 2004; 
Weber et al., 2004) supporte cette conclusion et suggère que la surproduction de nicotianamine 
est un mécanisme général sous-jacent à l'hyperaccumulation de Ni / Zn dans la famille des 
Brassicaceae. Au vu de ces résultats, la NAS devrait également avoir une expression élevée au 
niveau des plantes exposées à de fortes doses de nickel. Dans la présente étude, une 
augmentation relative d’expression de ce gène est observée au niveau des feuilles des plantes 
exposées à une dose élevée de nitrate de nickel. Cette surexpression peut être attribuée au nickel 
parce que l’expression due au nickel est significativement supérieure à celle induite par le nitrate 
à cette concentration. Ceci suggère que le nickel est effectivement impliqué dans l’activation et 
l’expression de ce gène comme démontré par Weber et al. (2004). Une étude récente a montré 
que NAS2 était exprimé dans les racines tandis que NAS3 était exprimé uniquement dans les 
feuilles de l’espèce A. thaliana où il était réprimé par un déficit en Fe mais fortement induit par 
la présence de Ni. Chez les fleurs, NAS3 était exprimé dans les sépales et pétales tandis que 
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NAS1, NAS2 et NAS4 n’y étaient pas exprimés (Bauer et Schuler, 2011). Dans la présente 
étude, NAS3 présente un changement d’expression uniquement dans les feuilles, ce qui est 
parfaitement en accord avec les résultats de Bauer et Schuler (2011). NAS3 semble important 
pour la production de nicotianamine dans les feuilles et contribue de ce fait à l'apport en Fe (en 
cas de déficience en Fe) et à la tolérance au Ni (en cas d’exposition au Ni) (Bauer et Schuler, 
2011). 
2.4  Conclusion  
Dans la présente étude, nous n’avons observé aucun dommage ni de ralentissement de croissance 
causés par le nickel sur les plantes qui ont été traitées avec différentes doses de nitrate de nickel. 
Nous avons vérifié si des gènes connus comme jouant un rôle dans la résistance au nickel chez 
d’autres espèces sont impliqués dans les réponses de Q. rubra exposé aux différentes doses de 
nitrate de nickel. Il a été montré que les trois gènes analysés (ACC désaminase, SAT et NAS3), 
ont une expression différentielle chez cette espèce variant selon les traitements et les tissus. 
NAS3 présente une surexpression due au nickel dans les feuilles à la concentration de 1600 
mg/kg mais aucune expression dans les racines. ACC désaminase et SAT sont beaucoup plus 
influencé par le nitrate. ACC désaminase a une expression plus élevée dans les feuilles et les 
concentrations de 150 mg/kg et 800 mg/kg induisent une expression plus élevée de ce gène 
tandis qu’une répression est observée à la dose de 1600 mg/kg. Au niveau des racines, le nitrate 
induit une surexpression de l’ACC désaminase à partir de la concentration de 800 mg/kg. Le 
gène SAT est plus exprimé au niveau des racines et son induction par le nitrate nécessite une 
concentration minimale de 800 mg/kg. Ce gène nécessite une quantité de 1600 mg/kg pour être 
induit par le nickel. En somme le nitrate et le nickel sont tous deux responsables de l’expression 
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des gènes impliqués dans la tolérance au nickel. Toutefois des études supplémentaires sont 
nécessaires. 
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Tableau 2.0. L’évaluation de dommages aux plantes selon une échelle d’évaluation de 1 (sans 
dommages) à 9 (plantes mortes) après traitements au nickel. 
Pourcentage de surface 
feuillue affectée par la 
chlorose et/ou la nécrose 
Côte de dommage Classification des génotypes 
   
0-10 1  
10-20 2 Résistant 
20-30 3  
   
30-40 4  
40-50 5 Moyennement susceptible  
50-60 6  
   
60-70 7  
70-80 8 Susceptible  
>80 9  
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Tableau 2.1. Gènes ciblés pour évaluer la résistance au nickel chez Q. rubra 
gènes ciblés Espèces d’identification Référence  
Serine acetyltransferase (SAT) Thlaspi goesingense Freeman et al., 2004 
Glutathione reductase (GR) Thlaspi goesingense Freeman et al., 2004 
Nicotianamine synthase (NAS3) Noccaea caerulescens 
Thlaspi caerulescences 
Visioli et al., 2014 
Mari et al., 2006 
Metal transporter Nramp3 Noccaea coaerulescens Visioli et al.,2014 
1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
acid deaminase(ACC) 
Brassica napus Stearns et al., 2005 
High affinity nickel transporter 
family protein (AT2G16800) 
Arabidopsis thaliana Wang et al., 2007 
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Tableau 2.2. Séquences des amorces utilisées pour RT-qPCR, la taille du produit 
d’amplification attendue et obtenue et les températures d’hybridation de chaque gène. 
Gènes cibles/ 
gènes de 
contrôle 
interne 
Séquence des paires 
d’amorces 
Taille 
d’amplicon 
attendue 
(pb) 
Taille 
d’amplicon 
obtenue par 
PCR (pb) 
Température 
d’hybridation 
(°C) 
SAT 
F:GCAACTGGTGTTGTGATTGG 
R:CTCCAATCTTTGGGTGCCTA 
118 118 
55 
GR 
F:TGTTCCAAAATGAGCCAACA 
R:CACATGTGCAATCCCAGAAC 
241 241 
55 
NAS 3 
F:GCCTCCAAACACCTTACCAA 
R:CCTCTTTGTCCATGCCAACT 
205 205 
55 
NRAMP 3 
F:TGCTTGGATGTTTGGTGAAA 
R:AAACCCTTTGGCAAACACAG 
292 292 
55 
ACC 
F:GGGCACAATTGCTGGTCTAT 
R:TCCTCAGGGGTGTTAATTGC 
207 207 
55 
AT2G16800 
F:ATGATGGTCTTGCCAGCTCT 
R:GCAATTGCTACAAGGGAAGC 
194 194 
55 
Gènes de contrôle interne 
 
EF1α 
F: GCACTCTCTGAGGCTCCATC 
R: TCTTCACCGAAAAGGTCCAC 
187 187 
55 
18 S ARNr 
F: GACTGTGAAACTGCGAATGG 
R: ATGCATCCCTTCCAGAAGTC 
370 370 
55 
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Figure 2.1. Produits d’amplification des amorces synthétisées pour les gènes ciblés (SAT, GR, 
NAS3, NRAMP3, ACC désaminase et AT2G16800) provenant du PCR de l’ADN de Q. rubra. 
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Tableau 2.3. Moyennes (±ES) des cotes de dommage et de la croissance de Q. rubra suite aux 
différents traitements avec le nitrate de nickel (Ni(NO3)2) et le nitrate de potassium (KNO3) à la 
fin de la période expérimentale (14 jours). 
Traitement 
 
Cote de dommage * 
(échelle 1 à 9) 
Croissance en 14 jours (cm) ** 
    
Ni(NO3)2   150mg/kg 1.0±0.0 0.56±0.36 
 800mg/kg 1.0±0.0 0.44±0.34 
 1600mg/kg 1.0±0.0 0.53±0.46 
    
KNO3 150mg/kg 1.0±0.0 0.44±0.36 
 800mg/kg 1.0±0.0 0.78±0.44 
 1600mg/kg 1.0±0.0 0.44±0.30 
    
Contrôle 
d’eau 
0 1.0±0.0 0.5±0.35 
    
 
* L’évaluation des dommages basée sur l’échelle de 1 à 9 où 1 représente des plantes sans 
dommages et 9 des plantes mortes ou mourantes. 
** Croissance déterminée par la différence de la taille des plantes entre le jour 14 (après 
traitements) et le jour 0 avant les traitements. 
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a) 
 
b) 
 
c) 
 
Figure 2.2. Expression de ACC désaminase au niveau des feuilles de Q. rubra pour (a) les 
traitements au nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg avec leur traitement contrôle de 
nitrate respectif ; (b) contrôles de nitrate (NO3
-) et le contrôle d’eau ; (c) traitement au nickel et le 
contrôle d’eau. L’expression de ACC désaminase a été normalisée par le gène de contrôle interne 
EF1α. Les différences significatives (*) entres les groupes ont été déterminées avec le test t de 
Student. Les moyennes avec les indices communs ne sont pas significativement différentes 
d’après le test de comparaison multiple de Tukey (P≥0.05). 
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Figure 2.3. Expression de ACC désaminase au niveau des racines de Q. rubra pour (a) les 
traitements au nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg avec leur traitement contrôle de 
nitrate respectif ; (b) contrôles de nitrate (NO3
-) et le contrôle d’eau ; (c) traitement au nickel et le 
contrôle d’eau. L’expression de ACC désaminase a été normalisée par le gène de contrôle interne 
EF1α. Les moyennes avec les indices communs ne sont pas significativement différentes d’après 
le test de comparaison multiple de Tukey (P≥0.05). 
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Figure 2.4 Expression d’ACC désaminase au niveau des feuilles et des racines de Q. rubra pour 
les traitements au nitrate de nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg. L’expression de 
ACC désaminase a été normalisée par le gène de contrôle interne EF1α. Les différences 
significatives (*) entres les groupes ont été déterminées avec le test t de Student (P≤0.05). 
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a) 
 
b) 
 
c) 
 
Figure 2.5. Expression de la sérine acétyltransférase (SAT) au niveau des feuilles de Q. rubra 
pour (a) les traitements au nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg avec leur traitement 
contrôle de nitrate respectif ; (b) contrôles de nitrate (NO3
-) et le contrôle d’eau ; (c) traitement 
au nickel et le contrôle d’eau. L’expression de SAT a été normalisée par le gène de contrôle 
interne EF1α. Les différences significatives (*) entres les groupes ont été déterminées avec le test 
t de Student. Les moyennes avec les indices communs ne sont pas significativement différentes 
d’après le test de comparaison multiple de Dunnett T3 (P≥0.05). 
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Figure 2.6. Expression de la sérine acétyltransférase (SAT) au niveau des racines de Q. rubra 
pour (a) les traitements au nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg avec leur traitement 
contrôle de nitrate respectif ; (b) contrôles de nitrate (NO3
-) et le contrôle d’eau ; (c) traitement 
au nickel et le contrôle d’eau. L’expression de SAT a été normalisée par le gène de contrôle 
interne EF1α. Les différences significatives (*) entres les groupes ont été déterminées avec le test 
t de Student. Les moyennes avec les indices communs ne sont pas significativement différentes 
d’après le test de comparaison multiple de Dunnett T3 (P≥0.05). 
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Figure 2.7 Expression de la sérine acétyltransférase (SAT) au niveau des feuilles et des racines 
de Q. rubra pour les traitements au nitrate de nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg. 
L’expression de SAT a été normalisée par le gène de contrôle interne EF1α. Les différences 
significatives (*) entres les groupes ont été déterminées par le test t de Student (P≤0.05) 
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Figure 2.8. Expression de la Nicotianamine synthase 3 (NAS3) au niveau des feuilles de Q. 
rubra pour (a) les traitements au nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg avec leur 
traitement contrôle de nitrate respectif ; (b) contrôles de nitrate (NO3
-) et le contrôle d’eau ; (c) 
traitement au nickel et le contrôle d’eau. L’expression de NAS3 a été normalisée par le gène de 
contrôle interne EF1α. Les différences significatives (*) entres les groupes ont été déterminées 
avec le test t de Student. Les moyennes avec les indices communs ne sont pas significativement 
différentes d’après le test de comparaison multiple de Dunnett T3 (P≥0.05). 
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Figure 2.9. Expression de la nicotianamine synthase 3 (NAS3) au niveau des racines de Q. rubra 
pour (a) les traitements au nickel de 150 mg/kg, 800 mg/kg et 1600 mg/kg avec leur traitement 
contrôle de nitrate respectif ; (b) contrôles de nitrate (NO3
-) et le contrôle d’eau ; (c) traitement 
au nickel et le contrôle d’eau. L’expression de NAS3 a été normalisée par le gène de contrôle 
interne EF1α. Les moyennes avec les indices communs ne sont pas significativement différentes 
d’après le test de comparaison multiple de Dunnett T3 (P≥0.05). 
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CHAPITRE 3 : EXPRESSION DE GENES ASSOCIES A LA RESISTANCE AU NICKEL 
CHEZ LES POPULATIONS DE CHENE ROUGE (QUERCUS RUBRA) PROVENANT 
DES ZONES CONTAMINEES AVEC DES METAUX DU NORD DE L'ONTARIO 
3.0. Introduction  
La région du Grand Sudbury en Ontario contient l'un des principaux gisements de minerai de Ni 
et de Cu au monde, ainsi que des quantités non négligeables de nombreuses autres sulfures 
métalliques (Winterhalder, 1995). En raison des quantités massives de minerais fondus chaque 
année et en raison de sa teneur élevée en soufre, les émissions de SO2 ont été inégalées partout 
ailleurs dans le monde (Hutchinson & Whitby, 1977). Les espèces d’arbres qui ont réussi à 
croitre sur ces sols contaminés sont principalement Betula papyrifera, Acer rubrum, et Quercus 
rubra sur les sites plus secs et Populus dans les zones plus humides (Freedman et Hutchinson 
1980, Kirkey et al., 2012). 
Bien que de nombreuses études aient signalé des mécanismes de résistance aux métaux chez les 
espèces herbacées, il existe très peu d’information en ce qui concerne les espèces feuillues tel 
que Q. rubra. Ces mécanismes varient largement entre les espèces, cependant, il existe une 
cohérence entre les taxons pour certains mécanismes tels que, la réduction de l'absorption des 
métaux, le stockage des métaux dans les trichomes de l'épiderme pour éviter leur effet direct sur 
le mésophile, la précipitation et la chélation des métaux dans les organes spéciaux de 
désintoxication, une augmentation de l'activité des enzymes impliquées dans l'élimination des 
radicaux libres et production de protéines spécifiques impliquées dans la réduction de l'impact 
des métaux (Cheng, 2003). En ce qui concerne le chêne rouge (Q. rubra), les mécanismes de 
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résistance aux métaux ainsi que les gènes impliqués dans cette résistance sont encore peu 
connues. 
L’objectif spécifique de cette étude était de déterminer l'expression des gènes impliqués dans la 
résistance au nickel chez les populations de Q. rubra dans des sites contaminés et les sites de 
référence de la région du Grand Sudbury. 
3.1.  Matériel et méthode 
 Echantillonnage  
Des échantillons de feuilles et de racines de Q. rubra ont été prélevés dans six sites différents 
autour de la RGS. Dix arbres représentatifs de chaque site ciblé ont été sélectionnés pour l'étude. 
Ces zones d’étude comprenaient trois sites contaminés avec les métaux (Kelly Lake, 
Laurentienne et Wahnapitae Hydro Dam) situés dans un rayon de dix kilomètres des fonderies de 
Sudbury et trois sites de référence non contaminés (Capreol, St-Charles et Killarney) se trouvant 
à environ 120 kilomètres des fonderies de Sudbury (Figure 3.0). Les détails sur les quantités 
totales et biodisponibles de différents métaux sont décrits dans Nkongolo et al. (2013), Mehes-
Smith et Nkongolo (2015) et Kalubi et al. (2016). Des échantillons de feuilles et de racines ont 
été enveloppés dans des feuilles d'aluminium, immergés dans de l'azote liquide et conservés à -
20 °C jusqu'à l’extraction de l’acide ribonucléique (ARN). 
 Extraction de l’acide ribonucléique (ARN) 
L’extraction d’ARN s’est déroulée exactement comme dans l’étude précédente décrite au 
chapitre 2, avec 10 échantillons par sites pour un total de 60 échantillons. L’ARN a été extrait 
uniquement au niveau des racines. 
68 
 
 Amplification quantitative en chaine par la polymérase après transcription inverse à 
temps réel (RT-qPCR) 
Cette partie de l’expérience s’est déroulée aussi comme décrit au chapitre 2. L’ARN extrait a été 
traité à l’ADNase afin de purifier les échantillons. La synthèse de l’ADNc a suivi cette 
purification et l’amplification des gènes a été faite en utilisant les échantillons d’ADNc 
synthétisés. Les amorces des gènes utilisés sont décrites dans le tableau 2.2. 
Analyses statistiques 
Les données obtenues des RT-qPCR ont été analysées en utilisant le logiciel MJ Opticon 
Monitor 3.1 par BioRad. Les valeurs C(t) et les équations des courbes standards obtenues de ce 
logiciel ont été exportées dans un document Excel. Les valeurs C(t) ont été quantifiées et les 
données obtenues ont été normalisées avec deux gènes de régulation interne (EF1α et 18S 
ARNr). Les analyses statistiques ultérieures, soit l’analyse des variances (ANOVA) et le test à 
postériori de Dunnett T3 pour les gènes SAT, ACC, NAS3 et AT2G16800 et le test de Tukey 
HSD pour les gènes GR et NRAMP, ont été faites à l’aide du logiciel SPSS 20 pour Windows 
afin de déterminer les différences significatives entre les moyennes (p ≤ 0,05). 
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Figure 3.0. Localisation des sites d’échantillonnage de Q. rubra dans la région du Grand 
Sudbury au Nord de l'Ontario. Site 1: Kelly Lake, site 2 : Laurentienne, site 3 : Killarney, site 4 : 
Capreol, site 5 : St-Charles et site 6 : Wahnapitae Hydro Dam 
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3.2. Résultats 
Toutes les paires d’amorces développées pour les gènes ciblés étaient fonctionnelles pour 
l’analyse au qRT-PCR puisqu’elles ont généré des amplicons de tailles attendues (Tableau 2.2). 
L’analyse par qRT-PCR, a démontré une expression de tous les gènes utilisés soient, la sérine 
acétyltransférase (SAT), l’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique désaminase (ACC 
désaminase), le glutathion réductase(GR), la nicotianamine synthase 3 (NAS3), la protéine 
macrophage associé à la résistance naturelle (NRAMP 3) et la famille des protéines de transport 
à haute affinité (AT2G16800). Le niveau d’expression le plus élevé pour tous ces gènes était 
observé dans les échantillons du site de référence sans contamination par les métaux Capreol 
(Figure 3.1 et 3.2). À l’exception des gènes SAT et NRAMP3, le niveau d’expression le plus bas 
était observé dans les échantillons du site Wahnapitae-Hydro Dam qui est un des sites 
contaminés avec des métaux (Nkongolo et al., 2013). En dehors de ces deux sites il n’y avait pas 
de différences significatives dans l’expression des gènes entres les sites contaminés et les sites de 
référence. (Figure 3.1 et 3.2) 
3.3. Discussion 
Les activités minières conduisent souvent à des problèmes de toxicité. Plusieurs plantes sont 
gravement affectées par les concentrations élevées de métaux toxiques, mais d’autres sont 
capables de faire face à la contamination par les métaux lourds en limitant leurs effets. Dans 
cette étude, les sites contaminés avec des métaux ont une quantité moyenne totale de Ni de 1600 
mg/kg ce qui représente environ 11X la quantité biodisponible de Ni (Kalubi et al., 2016). 
Cependant, la quantité à prendre en considération dans l’évaluation de la toxicité d’un milieu est 
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la quantité biodisponible parce que celle-ci est directement assimilable par les plantes. De ce fait, 
la quantité totale de métaux dans le sol est un mauvais indicateur de la toxicité. 
Les transporteurs de métaux sont considérés comme l'un des principaux moteurs de la résistance 
des métaux chez les plantes. Seuls quelques transporteurs de métaux sont responsables du 
transport du nickel. La protéine AT2G16800 fait partie de la famille des protéines NiCoT. Les 
transporteurs de cette famille absorbent le nickel et / ou le cobalt en utilisant la force motrice des 
protons (Rodionov et al., 2006). Chez les procaryotes, le Ni / CoT s'est avéré utile pour la 
bioaccumulation et la biorestauration du nickel (Deng et al., 2013). Les transporteurs NiCoT ont 
été bien caractérisés chez les procaryotes, mais les connaissances sur les plantes sont encore 
limitées. Dans la présente étude nous avons observé une expression de l’AT2G16800 au niveau 
des racines de Q. rubra mais une association avec la contamination par les métaux n’était pas 
établie.  
La protéine NRAMP (protéine de macrophage associée à la résistance naturelle) représente une 
nouvelle famille de protéines apparentées et impliquées dans le transport d'ions métalliques 
divalents. Cette famille de gènes a été hautement conservée au cours de l'évolution et des 
homologues ont été trouvés dans un large éventail d'organismes vivants, y compris des bactéries, 
des levures, des insectes, des mammifères et aussi des végétaux supérieurs (Williams et al., 
2000). Les analyses de l'expression du gène Nramp chez Arabidopsis suggèrent que ce gène joue 
un rôle dans le transport des métaux constitutifs, principalement le fer et le cadmium. Mizuno et 
al., (2005) ont élucidé le rôle des transporteurs de métaux Nramp dans le transport et 
l’homéostasie du Ni2+. Ils ont trouvé que l'expression de TjNramp4 induisait une élévation de la 
sensibilité au Ni2+ chez la levure. Thériault (2017) a associé l'expression du gène Nramp 3 avec 
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la résistance et l'accumulation de nickel. Dans la présente étude l’expression de ce gène a été 
observée mais, elle ne peut être associée à la contamination par les métaux. 
Les transporteurs ne sont pas les seuls gènes impliqués dans la résistance aux métaux. Les gènes 
issus des processus métaboliques sont souvent surexprimés en raison de leur capacité à 
séquestrer les ROS et a chélater les métaux (Freeman et al., 2005 ; Mari et al., 2006 ; Callahan et 
al., 2008). L'augmentation de la biosynthèse du glutathion a été fortement associée avec la 
capacité à résister et à accumuler des niveaux élevés de nickel dans les racines (Freeman et al., 
2004 ; Freeman et al., 2005). La production de glutathion dépend de plusieurs protéines telles 
que la gamma-EC synthase (gamma-ECS), la glutathion synthétase (GSH-S), la sérine 
acétyltransférase (SAT) et la glutathion réductase (GR) (Fabiano et al., 2015). Certains de ces 
gènes ont été activés par le nickel, ce qui suggère que le glutathion joue un rôle important dans 
l'équilibre redox (Mustafiz et al., 2014). Le glutathion doit être sous sa forme réduite afin de 
neutraliser les ROS et les métaux. Dans cette étude nous avons voulu déterminé si la glutathion 
réductase, l'enzyme clé qui réduit le glutathion, est régulée positivement par le nickel dans les 
racines de Q.rubra. Au vu de nos résultats, l'expression de GR ne peut être associée à la 
contamination par le Ni. Cette conclusion est également valable pour les gènes ACC désamine et 
SAT.  
3.4. Conclusion  
Dans la présente étude, nous avons vérifié si des gènes connus comme jouant un rôle dans la 
résistance au nickel chez d'autres espèces sont impliqués dans les réponses de Q. rubra à la 
contamination du sol par le nickel. Nous avons trouvé que pour tous les gènes étudiés, leur 
induction n’est pas associée avec la contamination par les métaux. Les résultats de cette étude 
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renforcent notre théorie selon laquelle les quantités biodisponibles de métaux que l'on trouve 
habituellement dans les sols fortement contaminés par des métaux dans le nord de l'Ontario ne 
peuvent déclencher une réaction génétique chez les espèces végétales supérieures. 
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a) 
 
b) 
 
c) 
 
Figure 3.1 Expression de a) ACC désaminase, b) GR et c) SAT dans les racines des populations 
de Q. rubra provenant des zones de référence (Killarney, St-Charles et Capreol) et des zones 
contaminées (Wahnapitae Hydro Dam, Laurentian et Kelly Lake,) de la région du Grand 
Sudbury. L'expression de SAT a été normalisée par le gène de contrôle interne 18S ARNr, tandis 
que l’expression de GR et ACC désaminase a été normalisée par le gène EF1α. Les moyennes 
avec les indices communs ne sont pas significativement différentes d’après le test de 
comparaison multiple de Tukey HSD (P≥0.05) 
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Figure 3.2 Expression de a) NAS3, b) NRAMP 3 et c) AT2G16800 dans les racines des 
populations de Q. rubra provenant des zones de référence (Killarney, St-Charles et Capreol) et 
des zones contaminées (Wahnapitae Hydro Dam, Laurentian et Kelly Lake,) de la région du 
Grand Sudbury. L'expression de ces gènes a été normalisée par le gène EF1α. Les moyennes 
avec les indices communs ne sont pas significativement différentes d’après le test de 
comparaison multiple de Tukey HSD (P≥0.05) 
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CHAPITRE 4 : CONCLUSION GENERALE 
La toxicité des métaux est une cause majeure de stress abiotique chez les plantes. Elles 
développent souvent des mécanismes de tolérance qui impliquent une adaptation biochimique et 
physiologique aux concentrations toxiques de métal dans les sols. Il a été établi que les 
changements dans l’expression des gènes se produisent très rapidement chez les plantes en 
réponse à des facteurs de stress environnementaux tels que l’augmentation des niveaux de 
métaux. Q. rubra est l'une des espèces pionnières qui a survécu sur les sites contaminés avec des 
taux élevés des métaux dans les régions minières du Nord de l'Ontario (Canada). Les principaux 
objectifs de cette étude étaient 1) de déterminer le niveau de toxicité du nickel chez le chêne 
rouge (Quercus rubra) , 2) d’évaluer la régulation des gènes associés à la résistance au nickel 
chez les plantes de Q. rubra exposées à de différentes doses de nickel et 3) de déterminer 
l’expression des gènes impliqués dans la résistance au nickel chez les populations de Q. rubra 
provenant des sites contaminés avec des métaux et des sites de référence non contaminés de la 
région du Grand Sudbury.  
Aucun signe physique de toxicité (nécrose, chlorose, flétrissement, diminution du taux de 
croissance) n’a été observé chez les plantes traitées avec différentes doses de nitrate de nickel. 
L’étude a démontré que les trois gènes ciblés (ACC désaminase, SAT et NAS3), réagissent 
différemment aux traitements. NAS3 présente une surexpression due au nickel dans les feuilles à 
la concentration de 1600 mg/kg mais aucune expression dans les racines. ACC désaminase et 
SAT sont beaucoup plus influencés par le nitrate. ACC désaminase a une expression plus élevée 
dans les feuilles et les concentrations de 150 mg/kg et 800 mg/kg induisent une surexpression de 
ce gène tandis qu’une répression est observée à la dose de 1600 mg/kg. Au niveau des racines, le 
nitrate induit une surexpression de l’ACC désaminase à la concentration de 800 mg/kg. Le gène 
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SAT est plus exprimé au niveau des racines et son induction par le nitrate nécessite une 
concentration minimale de 800 mg/kg. Il nécessite une quantité de 1600 mg/kg pour être induit 
par le nickel. Donc le nitrate et le nickel sont tous deux responsables de l’expression des gènes 
impliqués dans la résistance au nickel.  
Ensuite, nous avons vérifié si des gènes connus comme jouant un rôle dans la résistance au 
nickel chez d'autres espèces sont impliqués dans les réponses de Q. rubra à la contamination du 
sol par des métaux. Nous avons trouvé que pour tous les gènes étudiés, il n’y a aucune 
association entre leur expression et la contamination par les métaux. Donc la quantité 
biodisponible de métaux trouvés dans les sites contaminés de la région du Grand Sudbury n’est 
pas assez suffisante pour provoquer l’expression des gènes impliqués à la résistance aux métaux 
et plus particulièrement au nickel. Toutefois des études supplémentaires sont nécessaires pour 
compléter cette étude. 
Etudes futures  
Pour mieux identifier les gènes impliqués dans la résistance au nickel et leur mécanisme chez Q. 
rubra, une analyse du transcriptome complet de cette espèce est nécessaire en utilisant les 
différentes doses testées. Elle nous permettrait d’identifier de nouveaux gènes associés à la 
résistance ou à la toxicité au nickel et de déterminer leurs mécanismes potentiels chez cette 
espèce. 
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ANNEXE 1 : GUIDE DE LA CONCENTRATION DES MÉTAUX DANS LE SOL SELON 
LE MINISTERE DE L’ENVIRONNEMENT ET DE L’ACTION EN MATIÈRE DE 
CHANGEMENT CLIMATIQUE DE L’ONTARIO  
Métaux  
Guides de la qualité des sédiments 
en Ontario (mg/kg) 
 
 Niveau à effet mineure Niveau à effet sévère 
Arsenic  6 33 
Cadmium  0.6 10 
Cobalt   50 
Cuivre  16 110 
Fer  2% 4% 
Plomb  31 250 
Manganèse  460 1100 
Nickel  16 75 
Zinc  120 820 
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ANNEXE 2 : ARBRE, FEUILLE ET GLAND DU CHENE ROUGE D’AMÉRIQUE 
(Q.rubra) 
 
 
 
